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Theoretischer Teil. 
I. Fragestellung. 


aus dem Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 


62 


Mit den Ausdriicken Gluco- und Fructosaccharase wurde 


versucht”) der Auffassung gerecht zu werden, daB es einerseits 
Rohrzucker spaltende Enzyme gibt, deren Wirkung auf einer 
Reaktion mit der Glucosehilfte des Disaccharids beruht (Gluco- 


1) I. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 150, S. 220 (1925). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIII. 1 





*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1923); Naturw. Bd. 11, 8. 732 
(1923). 
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saccharasen), andererseits solche, bei denen ausschlieBlich die 
Fructosehalfte des Rohrzuckers als Angriffspunkt fiir das Enzym 
in Betracht kommt (Fructosaccharasen). Diese Auffassung, die 
an ihnliche Vorstellungen E. F. Armstrongs?) iiber die ver- 
schiedene Wirkungsweise von Mandel- und Kefirlactase an- 
kniipft, fuBt auf der Zwischenreaktionstheorie der Katalyse. 
Indem sie iiber die Natur der Reaktionszwischenprodukte be- 
stimmte Aussagen macht, beansprucht sie Bekanntes zu er- 
klaren, sowie Neues vorauszusagen und stellt damit Fragen, 
die der experimentellen Priifung zugiinglich sind. 

Gereinigte Saccharase aus Hefe der Miinchener Lowen- 
brauerel wurde durch Fructose gehemmt, nicht aber durch 
a-Glucose. Saccharase aus Aspergillus oryzae zeigte ein ent- 
gegengesetztes Verhalten: starke Reaktionsverzégerung bei Zu- 
satz von a-Glucose, sehr geringe bei Zusatz von Fruchtzucker. 
Unter der Annahme, die wir in Kap. V, 1 dieser Untersuchung 
niher beleuchten, daB die Angriffsstelle des Enzyms sich in 
seinen Affinitiiten zu den Spaltprodukten widerspiegelt, wurde 
geschlossen, daB die Saccharase der iiblichen Kulturhefen Fruc- 
tosaccharase, die des Aspergillus oryzae eine Glucosaccharase 
in dem oben dargelegten Sinne sei. 

Diesen SchluBfolgerungen traten H.v. Kuler und K. Jo- 
sephson’) entgegen, die bei Anwendung von Saccharase aus 
der Stockholmer Unterhefe H meBbare Reaktionsverzégerung 
auch durch «@-Glucose feststellten. Aus den Versuchen von 
H. v. Euler und K. Josephson geht hervor, dab nicht alle 
Hefesaccharasen im Sinne von R. Kuhn Fructosaccharasen zu 
sein scheinen, wenn auch der Nachweis einer Affinitit des 
Invertins aus Unterhefe H zur @-Glucose noch aussteht.‘*) 

Die einschriinkende Bemerkung dieses Satzes bedeutet, 
dai die Hemmung enzymatischer Katalysen, wie L. Michaelis 
und P. Rona‘) zuerst gezeigt haben, auf sehr verschiedene Art 





') Proce. Roy. Soc. Bd. 73, 8. 516 (1904). 

2) Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1923/24). 

‘) R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wir- 
kungen, 5. Auflage, Bd. 1, 5. 266 (1924). 

*) Biochem. Zs. Bd. 60, 8S. 62 (1914); L. Michaelis u. H. Pech- 
stein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914). 
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zustande kommen kann. Nur wenn der Nachweis gelingt, dai 
der zugesetzte Stoff durch Affinitit zum Enzym hemmt, d. h. 
daB er mit dem Substrat in Konkurrenz um das Ferment triitt, 
besteht die Aussicht, etwas iiber die Art der Vereinigung von 
Enzym und Substrat zu erfahren. Affinitit zwischen Hefe- 
saccharase und e«-Glucose ist noch in keinem Falle nach- 
gewiesen worden, obwohl in den 10 Mitteilungen ,Uber die 
Affinitiitsverhiltnisse der Saccharase“, durch die in der Zwischen- 
zeit H. v. Euler und K. Josephson’) unsere Kenntnisse auf 
diesem Gebiete vielseitig und weitgehend gefoérdert haben, sehr 
oft von Affinitiit zu a@-Glucose die Rede ist. 

Die Hemmbarkeit gewisser Hefesaccharasen durch «-Glu- 
cose, die H. v. Kuler und K.Josephson entdeckt haben 
fanden wir in der vorbereitenden ersten Mitteilung dieser Unter- 
suchungsreihe bestiatigt. Der Frage nach dem Wesen der Er- 
scheinung wenden wir uns heute zu. 


II. Zur Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes. 

Die Aussagen iiber die Wirkungsweise der Saccharase, 
die wir auf Grund der Messung von Reaktionsgeschwindig- 
keiten ableiten, haben eine recht angeniherte Anwendbarkeit 
des Massenwirkungsgesetzes auf die Reaktion zwischen Enzym 
und Rohrzucker im Sinne von V. Henri’) und von L. Micha- 
elis und M. L. Menten’) zur Voraussetzung. Hiergegen hat 
S. G. Hedin wiederholt Einwande erhoben‘*), an denen er 
trotz der treffenden Darlegungen von K. Josephson) und 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 66 u. 254 (1926); Bd. 153, S. 10 (1926); 
Bd. 155, S. 1 (1926); K. Josephson, Diese Zs. Bd. 147, S. 1 (1925). 

2) Lois générales de l’action des diastases, Paris, Hermann 1903. 

’) Biochem. Zs. Bd. 49, 5. 333 (1913). 

*) Grundziige der physikalischen Chemie in ihrer Beziehung zur 
Biologie 2. Aufl., S. 151 (1924); diese Zs. Bd. 146, S. 122 (1925); Bd. 154, 
S. 252 (1926). 

5) Diese Zs. Bd. 147, S. 1 und zwar S. 55ff. (1925). Zusatz beider 
Korrektur: Eine weitere Abhandlung von K. Josephson, Diese Zs. 
Bd. 157, S. 115 (1926) zu derselben Frage, die sich in allen wesentlichen 
Punkten mit unseren obigen Ausfiihrungen deckt, wurde mir erst nach 
Absendung des Manuskriptes zugiinglich. R,. Kuhn. 


1% 
i 
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L. Michaelis?) festhalt. Zur Klarstellung der Verhiltnisse 
mochten wir die Ausfiihrungen von L. Michaelis wie folgt 
erganzen: 

Das Massenwirkungsgesetz verlangt fiir das Gleichgewich' 
zwischen Enzym /# und Substrat § die Beziehung 


(1) [# — 9) -[S— g] = K, [9], 


worin g die Knzym—Substratverbindung, A, die Gleichgewichts- 
konstante bedeutet. Der Widerspruch zwischen Theorie und 
Erfahrung liegt nach §.G. Hedin darin, daB bei strenger 
Giltigkeit der Gleichung (1) das Enzymzeitgesetz unverstind- 
lich erscheint, wonach auch bei geringer Substratkonzentration 
die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der Enzymmenge ist. 
Wenn bei hoher Substratkonzentration der Umsatz durch 
weitere Erhéhung der Zuckermenge nicht mehr gesteigert wird, 
das gesamte Enzym somit vollstindig an S gebunden erscheint, 
so sollte umgekehrt bei geringer Substratkonzentration ein 
Gebiet existieren, in dem bei Erhéhung der Enzymkonzentration 
die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr in gleichem Ma8e 
zunimmt, ,,Die Menge Substrat, welche vollstindig an Enzym 
gebunden werden kann, ist“ nach 8.G. Hedin ,,von der an- 
wesenden Enzymmenge abhiingig. In einem Versuch von 
A. J. Brown war dieselbe in Normalitét ausgedriickt 0,03 n, in 
einem Versuch von v. Kuler und Laurin 0,01 n und in einem 
von Josephson 0,0186.“*) Diese Berechnung trigt den Fort- 
schritten bei der Isolierung des Enzyms nicht Rechnung. Die 
Substratkonzentrationen, bei denen eine Abweichung von der 
Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwin- 
digkeit zu erwarten ist, sind viel geringer und der iiblichen 
polarimetrischen Methode nicht mehr zuginglich. 

S.G. Hedin ist mit K. Josephson und L. Michaelis 
darin einig, da& der Widerspruch zwischen Enzymzeitgesetz 
und Massenwirkungsgesetz verschwindet, wenn nur zu ver- 
nachliissigende Bruchteile des Zuckers an Enzym gebunden 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 183 (1925/26). 
*) SS. G. Hedin, Diese Zs. Bd. 154, S. 252 und zwar S. 259 (1926). 
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werden, so da’ g neben S in (1) unberiicksichtigt bleiben kann 
und die Gleichung die Form annimmt: 
(2) [EH -— g]-[S] = 4,-[¢]. 

Aber Hedin vermibt einen Beweis dafiir, dab [S — q' 
wirklich [S$] gleichgesetzt werden darf. Dieser Beweis liBt 
sich folgendermaBen erbringen. 

Die verdiinntesten Rohrzuckerlésungen, in denen sich die 
Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwin- 
digkeit mit geniigender Scharfe priifen und bestitigen labt, 
sind etwa 0,0in. Wir benétigen zu diesen Versuchen und 
zur Bestimmung von K, etwa 0,2 mg eines nach R. Willstitter, 
K. Schneider und E. Wenzel?) dargestellten Saccharase- 
praparates vom Saccharasewert 9 auf 100 ccm Rohrzuckerlésung 
bei optimalem p,, und 25° Ks treflen auf 0,34 g Rohrzucker 
0,0002 g Enzympriaparat. Unter der fiir uns ungiinstigen An- 
nahme, da das Molekulargewicht des Enzyms nur 200 betrigt, 
haben wir 0,01 n-Substrat und 0,00001 n-Enzym im Reaktions- 
semisch. Es wird also selbst in den verdiinntesten Zucker- 
lésungen alierhéchstens 0,1°/, des Substrates an Saccharase 
gebunden sein. Der Fehler, den wir durch Vernachlissigung 
von [g] neben [S$] begehen, liegt weit innerhalb der Fehler- 
grenzen des Versuchs. 

Nimmt man an’), daB 1 Mol Knzym gleichzeitig m Mole 
Rohrzucker bindet, so ergibt sich 


(3 [E — g]-[9— mg] = KL] 


und es ist, wie 8. G. Hedin hervorhebi, nicht mehr nétig, daB 
mg nur noch ein Bruchteil von / ist. Wollte aber Hedin 
auf diese Weise erkliren, dai seiner Berechnung gemiB in 
einer 0,01 n-Rohrzuckerlésung das gesamte Substrat an HMnzym 
gebunden ist, so miiBte er annehmen, daB 1 Enzymteilchen 


') Diese Zs. Bd. 151, 8. 1 (1925/26). 

*) H. v. Euler und K. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 124, 8.159 und 
zwar S. 166 (1922/23); 8.G. Hedin, Diese Zs. Bd. 154, S. 252 (1926): 
G. E. Briggs und J. B, 8S. Haldane, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 338 


(1925); G. E. Briggs, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 1037 (1925). 
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vom Molekulargewicht 200 sich gleichzeitig mit 1000 Rohr- 
zuckerteilchen vom Molekulargewicht 342 vereinigt. Unter 
Zugrundelegung des Wertes 20000, den H.v. Euler, K. Joseph- 
son und K. Myrbick’) auf Grund von Diffusionsmessungen 
fiir das Molekulargewicht der Saccharase annehmen, miiBten 
gleichzeitig 100000 Rohrzuckermolekiile von 1 Saccharaseteilche: 
gebunden werden. 


III. Methodik. 


Um einen EKinblick in das Wesen von Glucose- und Fruc- 
tosehemmung zu gewinnen, benutzen wir die von L. Michaelis 
und P. Rona?) am Beispiel der Hefemaltase entwickelten Uber- 
legungen, die zu folgenden Kriterien fihren: 

1. Der zugesetzte Stoff konkurriert mit dem Rohrzucker 
um das Knzym (Hemmung durch Affinitit), Das AusmaB der 
Reaktionsverzégerung hingt ab vom Verhiltnis Hexose: Rohr- 
zucker. 

a) Die Dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbin- 
dung betrage KX, Man wiederholt die A,-Bestimmung, indem 
bei wechselnder Substratkonzentration eine konstante Menge 
des Hemmungskorpers zugesetzt wird: A, wird erhoht. 

b) Bei Anderung der Konzentrationen von Substrat § und 
Hemmungskérper H ergibt sich ein konstanter Wert fiir A/; 
(L. Michaelis und M. L. Menten?*) 





(4) An = 


v, ist die Reaktionsgeschwindigkeit ohne Zusatz, v diejenige 
in Gegenwart von 7. K,, miBt die Dissoziation der aus Kuzym 
und Hemmungskérper entstehenden Verbindung. 


c) Der Hemmungkoeffizient 


(D) h= 








1) Diese Zs. Bd. 130, S. 87 (1928). 
*) Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914). 
8) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 und zwar S. 349ff. (1913). 
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ist abhingig von der Substratkonzentration, wenn H konstant 
gehalten wird. / nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. 

d) Stellt man die Dissoziationsrestkurve der Enzym—Sub- 
stratverbindung graphisch dar, so erleidet sie durch einen kon- 
stanten Zusatz von // eine Parallelverschiebung zur Abszisse.") 

Beispiel fiir Affinitit: 

Hemmung von Saccharase R (Autolysat aus Léwenbriuhefe) durch 
Gleichgewichtsfructose (Tab. 21). 

K, 0,072. 














Normalitit petit Ky 
Pere eee =a Ginn RRENERNeS Vy 2 t= Se Eee 
Saccharose , Fructose nach (4) ber. 
0,192 0,1965 26,5 | 20,5 0,23 0,10 
0,115 0,1965 25,5 | 17,0 0,33 0,09 
0,077 0,1965 22,5 | 14,0 0,38 0,10 
0,019 0,1965 12,0 5,D 0,54 0,10 














A, betrigt ohne Zusatz 0,032, in Gegenwart der Fructose 
0,072. Alle Kriterien ergeben iibereinstimmend, daB die 
Hemmung auf Affinitit des Enzyms zur Fructose beruht. 

Bei idealer MeBgenauigkeit wiire jedes der angefiihrten 
Kriterien gleich gut anwendbar. Handelt es sich nur um die 
Entscheidung, ob Affinitaét vorliegt oder nicht*), so ist es zweck- 
maBig und ausreichend die A,-Werte zu vergleichen. Die 
einzelnen Hemmungskoeffizienten und A,-Werte werden durch 
zufallige MeBfehler erheblich beeinfluBt. 


2. Der Zusatz hemmt die Zerfallsgeschwindigkeit*) der 
Enzym—Substratverbindung. Das AusmaB der Reaktions- 
verzégerung ist bei gegebener Hexosemenge unabhingig von 
der Rohrzuckerkonzentration. 


1) Fig. 10a auf S,192 bei R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die 
Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Bd. I, Leipzig 1924. 

®) Superposition von Affinitit und Hemmung der Zerfallsgeschwin- 
digkeit ist auf diese Weise nicht zu erkennen. 

5) Vielleicht auch die Bildungsgeschwindigkeit. 
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a) A, bleibt unveraindert. 

b) Ay nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. 

c) Der Hemmungskoeffizient & ist von der Substratkonzen- 
tration unabhingig. 

d) Die Ordinaten der Dissoziationsrestkurven werden durch 

eine bestimmte Menge des Hemmungskorpers um gleiche 

prozentische Betrige erniedrigt.*) 













Beispiel fiir Hemmung der Zerfallsgeschwindigkeit: 


Einflu8 von a-Glucose auf Saccharase 7, (Autolysat aus Hefe M, 
mit Fructose vorbehandelt), 








Normalitiit 

















Vo © h= ah ay 

Saccharose | a-Glucose v nach (4) ber. 
0,200 | 0,173 81,5 25 0,21 0,10 
0,120 | 0,178 29,0 | 23 0,21 0,15 
0,080 | 0,173 26,0 20,5 0,21 0,22 
0,040 | 0,178 20,0 15,0 0,25 0,25 
0,020 | 0,173 140 | 11,0 0,21 0,41 


K, betrigt in diesem Falle mit und ohne Zusatz 0,035. 
Die Hemmung beruht nicht auf Affinitiat. 


3. Superposition von Affinitét und Hemmung der Zer- 
fallsgeschwindigkeit. Fiir diese, von K. Josephson’) erérterte 
Art von Reaktionsverzégerung bieten sich die folgenden analy- 
tischen Anhaltspunkte, von denen nur d) fiir sich allein aus- 
reichend ist. a) mu’ mit b) oder c) kombiniert werden. 


a) A, wird erhoht. 





b) Ay, nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. 

c) Der Hemmungskoeffizient / steigt bei abnehmender 
Konzentration des Substrates. 

d) Die Dissoziationsrestkurve erleidet erstens eine Parallel- 
verschiebung zur Abszisse, zweitens werden alle Ordinaten in 
einem bestimmten Verhiltnis erniedrigt. 





1) Fig. 10b auf S. 192 bei C. Oppenheimer-Kuhn, a.a. 0. 
*) Diese Zs. Bd. 147, S. 1, und zwar 8. 115 (1925). 
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IV. Ergebnis. 


Bei keiner der untersuchten Saccharasen, die alle durch 
a-Glucose stark gehemmt wurden, fanden wir einen, die Ver- 
suchsfehler iiberschreitenden EinfluB dieses Zuckers auf X.. 
8-Glucose und Fructose zeigten anderen Hemmungsmechanis- 
mus und stimmten auch quantitativ weitgehend iibercin. Sie 
erhéhten in 0,02 m-Lésung KA, um durchschnittlich 100°/). 
Der Vergleich von «- und f-Glucose ergibt, da’ zwischen 
beiden Formen des Traubenzuckers nicht nur Unterschiede des 
Hemmungsvermoégens auftreten'), daf vielmehr auch bei an- 
nihernd gleichem Hemmungsvermégen beider Formen der 
Mechanismus des Hemmungsvorgangs grundsiatzlich verschieden 
sein kann. Dieser Unterschied ist erstmals von Y. Hattori?) 
beobachtet worden, dessen Versuche in unserer Arbeit eine 
umfassende Bestiitigung finden.*) 

Da eine Anpassung von Hefesaccharase an «-Glucose und 
das Auftreten von Affinitit zu diesem Zucker méglich er- 
schien, haben wir in drei verschiedenen Hefen das Enzym nach 
dem Verfahren von R. Willstitter, ©. D. Lowry und 
K. Schneider‘) durch limitierte Vergirung von Traubenzucker 
angereichert. In Ubereinstimmung mit H. vy. Euler und K. Jo- 
sephson 5), die inzwischen iiber ihnliche Versuche berichtet 
haben, konnte dabei keine Anderung der Affinitat zum Rohr- 
zucker und zur Fructose festgestellt werden.*) Abweichend 
von diesen Autoren, die ebenfalls von Hefe der Miinchener 
Léwenbrauerei ausgingen und durch Ziichtungen betriichtliche 
 Affinitits“erhéhungen zu «-Glucose erzielen konnten, blieb 
aber auch die Hemmbarkeit durch e@-Glucose nahezu 
unverindert. Dasselbe fanden wir fiir die Affinitit zu #- 
Glucose. 


') R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923). 

2) Jl. Biochem. Bd. 5, S. 39 (1925). 

%) Diese Zs. Bd. 154, S. 64 (1926). 

4) Diese Zs. Bd. 146, S, 158 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 152 S. 66 (1925/26); Bd. 153 S. 10 (1925/26). 

6) Auch Vorbehandlungen der Hefen mit Fructose waren er- 
gebnislos. 
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KinfluB der Spaltprodukte auf die Affinitit der Saccharase 
zum Rohrzucker. 


Gesamtiibersicht iiber die gemessenen K,-Werte. 





Saccharase 


B Lowenbriuhefe 
vom Noy. 1924 


J Loéwenbriuhefe 
vom 2. VI. 1923 
R Loéwenbriiuhefe 
vom 27. X. 1925 
nicht vorbehandelt 
Rr Léwenbriiuhefe 
vom 27. X. 1925 
mit Fructose vorbeh. 
Reg Loéwenbriiuhefe 
vom 27. X. 1925 
mit «,6-Glucose vorbeh. 
S Pfilzer Hefe 
vom 5. XI. 1925 
nicht vorbehandelt 
S,, Pfilzer Hefe 
vom 5. XI. 1925 
mit Fructose vorbeh. 
vom 5. XI. 1925 
mit «, 6-Glucose vorbeh. 


T HefeM 
nicht vorbehandelt 


7’, Hefe M 

mit Fructose vorbeh. 
7, Hefe M 

mit «, 6-Glucose vorbeh. 


U Priparat aus Lowen- 
briuhefe v. Zeitwert 0,30 


V Priiparat aus Léwen- 
briiuhefe v. Zeitwert 0,22 





') Mit 0,2 m-a,5-Glucose. 


Tab. 
Nr. 
15—17 
12—14 
18—21 
22—23 
24-24a 
25 
26—29 
30—31 
34—37 
38—41 
42—45 
46—49 
50—51 





K, ohne 
Zusatz 


0,030 


0,035 


0,032 


0,037 


0,038 
0,035 


0,033 


0,035 


0,033 


0,035 


0,036 


0,040 








K, mit A, mit 
0,2 m- 0,2 m- 
a-Glucose |?-Glucose 
0,042") 
0,037 *) 

0,035 0,072 

0,040 
0,033 
0,035 0,078 
0,035 
0,033 
0,035 0,060 
0,038 0,060 
0,040 0,070 
0,030 0,078 
0,025 








K, mit 
0,2 m- 
Fructose 


0,042 


0,050 


0,072 


0,084 





0,060 


0,060 


0,070 


0,063 
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Die folgende Ubersicht zeigt, daB die Saccharasen der 
untersuchten Hefen keine Affinitat zu @-Glucose besitzen und 
daB es weder durch Enzymanreicherung in der Hefe (bis zu 
zwanzigtachem Invertingehalt), noch nach Reinigung nach Ab- 
trennung von der Hetezelle (bis zu TOOfacher Konzentration) 
gelingt, Affinititt zur @-Glucose festzustellen. 

Wir erkennen, daB die vielfach auftretende «-Glucose- 
hemmung mit den Beziehungen der Saccharase zur Saccharose 
nichts zu tun hat und legen damit die Bahn zu einer er- 
neuten Diskussion iiber die Wirkungsweise des Kinzyms frei. 


V. Uber die Wirkungsweise der Hefesaccharase. 
|. SchluBfolgerungen aus Affinititsmessungen. 


,H. F. Armstrong!) und C.8. Hudson?) haben gezeigt, 
dab die Glucose im Rohrzucker «-Glucose ist. Das Invertin 
der Hefe besitzt aber zu dieser Form des ‘l'raubenzuckers 
nicht die geringste Affinitit. Man mubB daraus per exclusionem 
schlieBen, daB die starke Verlangsamung der Inversions- 
geschwindigkeiten, die man bei Zusatz von gewohnlicher Liivu- 
lose beobachtet, auch bei Zusatz der im Rohrzucker vorliegen- 
den Form dieser Ketohexose, die im freien Zustand noch un- 
bekannt ist, zu finden sein wird.“ 

Diese SchluBfolgerung erfahrt durch die vorliegenden 
Versuche eine wesentliche Stiitze. Denn die Hemmbarkeit 
gewisser Hefesaccharasen durch «-Glucose, die H. v. Euler 
und K. Josephson entdeckt haben, ist, da sie nicht auf 
Aftinitat beruht, gar kein Kinwand gegen die obige Auf- 
fassung. 

Schwieriger zu beantworten ist die grundsiitzliche Frage, 
ob zwischen der Affinitéit zum Substrat und zu den Spalt- 
produkten in jedem Falle einfache Beziehungen zu erwarten 
sind. J. Leibowitz und P. Mechlinski’) haben diese Frage 


') Soc. Bd. 83, 8. 1305 (1908). 
*) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 30, 8. 1160, 1564; Bd. 31, S. 655 (1909). 
5) Diese Zs. Bd. 154, S. 64 (1926). 
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verneint. Sie fanden, daB eine ausgesprochene «-Glucomaltase 
von a- und §-Glucose gleichmiBig beeinfluBt wird. Auch die 
wichtige T'atsache, daB die Maltasen mit einem Unterscheidungs- 
vermoégen fiir die beiden a-Glucosehiliten der «-Maltose be- 
gabt sind, zeigt ihrer Ansicht nach, daB der gebundene und 
der freie Zucker im ferment-chemischen Sinne viollig ver- 
schieden sind. ,,In diesem Falle ist also experimentell be- 
wiesen, daB eine Beziehung zwischen der Affinitaét eines Fer- 
mentes zu einem Monosaccharidrest als Konstituenten eines 
Disaccharids und seiner Affinitit zum selben Monosaccharid im 
freien Zustande (selbst bei gleichen konfigurativen Verhiltnissen) 
nicht zu bestehen braucht.“ Einen experimentellen Beweis fir 
ihre Behauptung haben aber J. Leibowitz und P. Mech- 
linski gar nicht zu erbringen versucht. Sie deuten, ‘hnlich 
wie es H. vy. Euler, K. Josephson im Falle der Saccharase 
getan haben, Hemmungserscheinungen ohne weiteres im Sinne 
von Affinitiit. Wir zeigen demgegeniiber, daB auch Hexosen 
auf anderem Wege wirken kénnen. 

Einblicke in die Wirkungsweise von Carbohydrasen kénnen 
sich auf Grund yon Hemmungsversuchen nur ergeben, wenn 
vielseitiger und umsichtiger als bisher an Hand der Kriterien, 
die wir in Kapitel If zusammengestellt haben, gepriift wird, ob 
Affinitéit vorliegt oder nicht. Diese Priifung ist fiir @- und 
8-Zucker gesondert vorzunehmen. Ergibt sich keine Verschie- 
bung von A, durch das Spaltprodukt, so ist es aussichtslos, 
auf diesem Wege etwas iiber die Reaktion zwischen Enzym 
und Substrat erfahren zu wollen. 

Nach J. Leibowitz und P. Mechlinski laBt die Affini- 
tiitsmessung zu den Spaltprodukten ,,keine Schliisse auf die 
Spezifitit des Ferments (im Sinne der Erkennung des Wir- 
kungsmechanismus) zu“. Sie folgern dies daraus, dab beispiels- 
weise die Affinitiit einer Saccharase zum c@-Glucosidorest, je 
nachdem er mit Wasserstoff (¢-Glucose), mit dem Methylrest 
(e¢-Methylglucosid) oder mit dem y-Fructosidcrest (Rohrzucker) 
verkniipft ist, in sehr undurchsichtiger Weise — und zwar 
nicht nur quantitativ — variiert“. In Wirklichkeit ist es aber 
so, daB weder zur «-Glucose noch zum e@-Methylglucosid Affi- 
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nitiit herrscht. Auch die aus 2 e«-Glucosidoresten aufgebaute 
Trehalose zeigt keine Affinitit, obwohl sie wie a@-Glucose und 
a-Methylglucosid bedeutend hemmt. Wir schlieBen, daB sich 
das Hefeenzym auch nicht mit der «-Glucose im Rohrzucker 
vereinigt. 

Damit bringen wir das Ergebnis der reaktionskinetischen 
Messungen, soweit es den Wirkungsmechanismus der Hefe- 
saccharase betrifft, in Ubereinstimmung mit den SchluBfolge- 
rungen, die in Kapitel V, 2 aus der Spaltbarkeit bzw. 
Nichtspaltbarkeit von Rohrzuckerderivaten zu ziehen sein 
werden. 

Die vorliegenden Beobachtungen fiihren zu 3 Siitzen, die 
bei der Deutung von Affinititsmessungen Beachtung ver- 
dienen: 


1. Ein nicht spaltbares Glucosid oder Disaccharid wird 
vom Enzym auch nicht gebunden (L. Michaelis und 
P. Rona).}) 

2. Liegt Affinitit zu einer Hexose vor, so brauchen die 
davon abgeleiteten Hexoside und Disaccharide nicht 
ebenfalls das Enzym zu binden. 


3. Bei der Hydrolyse eines Disaccharids findet man 
Affinitit zu mindestens einer der beiden Kompo- 
nenten, auch wenn sie in freiem Zustande vorliegt, 
wieder.”) 

Ausnahmen hiervon sind nicht mit Sicherheit bekannt. 
Wir erwarten, daB& diese Satze auch bei anderen Enzymen 
zur Ubereinstimmung zwischen reaktionskinetischer Messung 
und Spaltbarkeitsprifung von Derivaten des Substrats fihren 
werden. 

Zur Erklirung fiihren wir einige Beispiele an: 
Zu 1. Hefesaccharase wird nicht oder doch nur kaum meb- 
) bar gehemmt durch Lactose, Maltose, Gentiobiose, 


1) Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914). 

) ®) Allerdings scheint diese Affinitit, verglichen mit der Affinitit 
zum Substrat, gelegentlich recht gering zu sein, Vgl. insbesondere unsere 
Ausfiibrungen: Diese Zs. Bd. 150, 5. 220 (1925) u. zwar S, 225. 
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Melibiose und Cellobiose.!) Diese Disaccharide sind 
bekanntlich durch Invertin auch nicht spaltbar. Tre- 
halose hemmt mitunter nicht, mitunter recht be- 
deutend.”) Im letzteren Falle beruht die Erscheinung 
aber nicht auf Affinitit. Amygdalin ist ohne EinfluB, 
die Hemmung durch «-Methylglucosid und durch 
Salicin ist von der Rohrzuckerkonzentration unab- 
hangig. 

Zu 2. Die gepriiften Hefesaccharasen zeigen starke Affinitit 
zu (-Glucose, «-Galaktose, 8-Arabinose und Gleich- 
gewichtsfructose. §-Glucoside, ¢-Galaktoside, Arabino- 
side und das Methylfructosid von E. Fischer*) und 
C. 8. Hudson‘) werden aber nicht gespalten. 


Satz 2 liegt in etwas veriinderter Form den Betrachtungen 
des folgenden Abschnitts zugrunde: 


Findet an dem fir die Vereinigung mit dem Enzym mab- 
gebenden Reste eines Disaccharids eine Veriinderung statt, so 
kann die Spaltbarkeit aufgehoben werden. Vollzieht sich die 
Veriinderung an der anderen Hilfte des Substratmolekiils, so 
bleibt ~- quantitativ veraindert — die Spaltbarkeit erhalten. 
Wie weit solche quantitative Verinderungen gehen und ob sie 
zur Unspaltbarkeit fiihren kénnen, wissen wir nicht. In den 
genauer untersuchten Fillen ist jedenfalls vollstiindiger Ver- 
lust des Reaktionsvermégens noch nicht beobachtet worden. 


') L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913); 
L. Michaelis u. P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914); L. Micha- 
elis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914); R. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 135, S. 1 (1924). 


*) Es ist bemerkenswert, daB es die gegen a-Glucose refraktiire 
Saccharase war [R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, 8. 1 (1924)], die auch yon 
Trehalose nicht beeinflu8t wurde. Bei der durch a«-Glucose stark hemm- 
baren Saccharase # dieser Untersuchung zeigt auch Trehalose starkes 
Hemmungsvermégen. Gemeinsam ist, daB Affinitit zur Trehalose nicht 
nachgewiesen werden kann. 


8) Chem. Ber. Bd. 27, 8. 3479 (1894). 
*) Am. Soc, Bd. 38, S. 1222 (1916). 
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2. SchluBfolgerungen aus dem Verhalten zu Rohr- 
zuckerderivaten. 


Die gepriiften Hefesaccharasen spaiten alle bekannten 
Glucoderivate des Rohrzuckers, in denen die fiir die Ver- 
einigung mit dem Enzym mabgebende Fructosehilfte des Rohr- 
zuckermolekiils unberiihrt ist, nimlich: 


Rohrzucker . . . . . . . . . «Glucose ¢ > Fructose 
Gentianose . . . . . . Glucose < Glucose ¢ > Fructose 
Raffinose . . . . . . Galaktose ¢ Glucose ¢ > Fructose 
Stachyose. . (Galaktose ¢ Galaktose ¢ Glucose ¢ > Fructose 
Hesperonal . . . . Phosphorsdiure ¢ Glucose < > Fructose. 


(slucosaccharasen, die in manchen Schimmelpilzen vorgefun- 
den werden, vermégen diese Derivate nur dann zu spalten, wenn 
durch zufillig beigemengte Glucosidasen oder Phosphatasen 
der Glucoserest des Rohrzuckers freigelegt wird. Dies ist zu- 
erst von R. Kuhn und H. Minch fiir die Spaltung des Hes- 
peronals, dann von J. Leibowitz und P. Mechlinski fiir 
die Raffinosespaltung nachgewiesen worden. 

Umgekehrt wird Melezitose, ein Fructoderivat des Rohr- 
zuckers'), durch die wirksamsten Hefesaccharasen auch nicht 
spurenweise angegriffen, woh! aber von Glucosaccharasen, da 
hier der Glucoserest des Rohrzuckers freiliegt: 


Melezitose . . . . . . .Glueose ¢ Fructose ¢ > Glucose. 


Die Versuche zeigen, daB die Glucoderivate des Rohr- 
zuckers nur durch Fructosaccharasen angegriffen werden, das 
Fructoderivat nur durch Glucosaccharasen. 

Ob dieser Satz imstande sein wird, in umfassender Weise 
das Verhalten aller Derivate des Rohrzuckers zu _ erkliren, 
vermégen wir nicht zu entscheiden. Es erscheint nimlich nicht 
ausgeschlossen, da& bestimmte Verainderungen, etwa am Glucose- 
rest die Angreifbarkeit durch Glucosaccharasen wohl verindern, 
nicht aber unmeBbar gering machen. Die Auffindung solcher 
Derivate wiire fiir die Theorie der enzymatischen Rohrzucker- 
spaltung von groBer Bedeutung, da sie es erméglichen kénnte, 





') R. Kuhn u. G. E. vy. Grundherr, Chem. Ber. Bd, 59, 1655 (1926), 
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jene Atomgruppen des Disaccharidmolskiils, die fiir die Ver- 
elnigung mit dem Knzym mafgebend sind, genauer anzugeben 
als mit den Worten, mit denen wir uns heute bescheiden 
miissen: hie Glucose-, hie Fructoserest. 


VI. Zur Nomenklatur. 


Wir kommen auf zwei verschiedenen und vollkommen von- 
einander unabhaingigen Wegen zu dem Ergebnis, daB die Saccha- 
rasen der untersuchten Kulturhefen im Sinne von R. Kuhn! 
mit der Fructosehilfte des Rohrzuckers reagieren. Von diesen 
Wegen fihrt der eine iiber Affinititsmessungen zu den Hexosen, 
der andere iiber die Priifung von Derivaten des Rohrzuckers 
auf ihre Spaltbarkeit. Es soll daher fiir diese Hefesaccharasen 
die vorgeschlagene Bezeichnung Fructo-Saccharasen in Geltung 
bleiben. Es konnten keinerlei Anhaltspunkte dafiir gefunden 
werden, daB die untersuchten Enzyme im Sinne der Zwei- 
Affinitatstheorie H. v. Eulers?) gleichzeitig auch durch Affinitit 
zur «-Glucose den Rohrzucker binden. Die Verwirrung, die 
in der Literatur der letzten Jahre Platz griff, kam dadurch 
zustande, daB jede Hemmung der Inversionsgeschwindigkeit 
durch Hexosen ohne nihere Priifung auf Affinitat zuriickgefiihrt 
wurde. Fir die Zwei-Affinitaitstheorie lieB sich, bei Beriick- 
sichtigung dieses Umstandes, weder durch reaktionskinetische 
Messungen, noch durch Priifung von Rohrzuckerderivaten eine 
Stiitze ableiten. Wenn Hefesaccharasen nach ihrer Hemmbar- 
keit durch «-Glucose und Fructose in Gluco- und Fructo- 
saccharasen eingeteilt wurden, so muf diese Bezeichnungs- 
weise, da sie in keiner einfachen Beziehung zum Wirkungs- 
mechanismus steht’), zugunsten der obigen aufgegeben werden. 
Entsprechende Untersuchungen tiber Saccharasen anderer 





') Diese Zs. Bd. 129, 8. 57 (1923). 

2) Diese Zs. Bd. 143, 8S. 79 (1924/1925). 

8) ,,Wenn hier von Gluco- und Fructosaccharasen die Rede ist, so 
soll damit nur ausgedriickt werden, da die einen durch a-Glucose, nicht 
aber durch Fructose, die anderen durch Fructose, nicht aber durch 
a-Glucose gehemmt werden.“ R. Kuhn und H. Miinch, Diese Zs. 
Bd. 150, S. 220 (1925) u. zwar S. 225. 
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Pilze, héherer Pflanzen und hoéherer Tiere, mit denen Fri. M. 
Rohdewald beschiftigt ist, bestiitigen, daB in der Natur auch 
Rohrzucker spaltende Enzyme vorkommen, die durch Reaktion 
mit der Glucosehilfte des Disaccharids wirken und daher in 
dem fiir eine Saccharase aus Asp. oryzae dargelegten Sinne als 
Glucosaccharasen zu bezeichnen sind. 

Hiir diese Enzyme ist es kennzeichnend, daB sie neben 
dem Rohrzucker wohl auch Melezitose, nicht aber Raffinose 
hydrolysieren. Die Versuche von Frl. Rohdewald haben 
noch einen anderen, fiir die Systematik der Saccharasen ent- 
scheidenden Umstand aufgedeckt. Es wurde ein Saccharase- 
priparat aus Asp. oryzae erhalten, das ganz abweichend von 
denjenigen, die R. Kuhn sowie J. Leibowitz und M. Mech- 
linski!) auf verschiedenen Wegen als Glucosaccharase gekenn- 
zeichnet haben, Raftinose ohne vorherige Ablésung von Glu- 
cose an der Rohrzuckerbindung spaltet und das gegen Melezi- 
tose vollkommen wirkungslos ist. Auch das Zeitwertsverhaltnis 
fir Saccharose- und Raffinosespaltung stimmt mit dem der 
Fructosaccharasen iiberein. Damit scheint uns der letzte Ein- 
wand, der gegen die Vorstellung von Gluco- und Fructosaccha- 
rasen erhoben wurde, der experimentellen Klirung niher zu 
ricken. Es ist zu vermuten, daB das T'aka-diastasepriparat, 
mit dem H.H.Schlubach und G. Rauchalles*) das h-Me- 
thylfructosid von Ch. Menzies’) spalten konnten, wie unser 
obiges, Fructosaccharase enthielt. 

Die Saccharasen wirken entweder als Gluco- oder als 
Fructosaccharasen. Sie sind aber in ihren natiirlichen Vor- 
kommnissen nicht so streng geschieden, wie urspriinglich an- 
genommen wurde.*) 





1) Diese Zs. Bd. 154, S. 64 (1926). 

2) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1842 (1925). 

8) Soc. Bd. 121, S. 2288 (1922). 

4) R. Kuhn, Naturw. Bd. 11, 8. 730 (1922), — Vermutlich wird 
sich auch die von R. Kuhn u. G. E. v. Grundherr beobachtete Mele- 
zitose-Spaltung durch Hefeausziige (,,Melezitose“-Wirkung) auf eine in 
gewissen Hefen neben der Fructosaccharase auftretende Glucosaccharase 


zuriickfiihren lassen. 
9 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIII. 
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Experimenteller Teil. 


1, Enzymmaterial. 

Saccharase &: Autolysat aus Léwenbriuhetfe vom 27, X. 
1925 (Brauereibezeichnung #, 11/11]. 500g Frischhefe mit 
70ccm Chloroform verfliissigt, mit 500g Wasser verdiinnt und 
mit Ammoniak fortlaufend neutralisiert. Dauer der Autolyse 
etwa 20Stunden. Trockengehalt der Hefe 22,1°/,, des Auto- 
lysats 4,60°/,. S.-W.?) der Hefe=0,9014, der Lésunz =0,0061. 

Saccharase AR»: 100g der voranstehenden Hefe wurden 
in 2 Liter Nahrlisung eingetragen, die 4g Diammonphosphat, 
4g prim. Kaliumphosphat, 1 g Kaliumnitrat und 1 g Magnesium- 
nitrat enthielt. Jm Laufe von 24Stunden lieBen wir 300 ccm 
20°/,ige Liésung von Fructose zutropfen.”) Nach 4 und 7 Stdn. 
wurde die Hefe in der Zentrifuge von der alkoholischen 
Lésung abgetrennt und die Niahrfliissigkeit erneuert. Der 
Trockengehalt der scharf abgenutschten Hefe betrug 24,1°/,, 
S.-W.=0,0146. Der Invertingehalt hatte sich somit bei der 
Fiithrung verzehnfacht. In dem wie oben dargestellten Auto- 
lysat besaB die Saccharase S.-W. = 0,020 bei einem Trocken- 
gehalt von 6,12°/). Autolysedauer 2 Tage. 

Saccharase Ry: Gleichartig und gleichzeitig mit der 
Kructosefiihrung wurde eine solche mit @,3-Glucose vorgenommen, 
wodurch der Gehalt an Saccharase auf das 19'/, fache stieg. 
Trockengehalt nach der Fihrung 25,3°/,, 8-W.=0,0272. Das 
Neutralautolysat daraus, das nach 2 Tagen von den Heferiick- 
stiinden abgetrennt wurde, hatte 8.-W.=0,048 (3,38°/, Trocken- 
gewicht). 

Saccharase S: Obergiirige Stellhefe der Pfalzischen Preb- 
hefefabrik, Ludwigshafen a. Rh. vom 5. XI. 1925. ‘Trocken- 
gehalt 30,0°/,, S.-W. = 0,0052. Chloroform-Neutral-Autolysat: 





") Zur Berechnung von 8.-W. aus unserén bei 25° angestellten 
_km*+ g Rohrzucker 
~ g Priiparat + 100,5’ 
Mittelwert der Reaktionskonstanten bedeutet. 

*) Nach R. Willstitter, C.D. Lowry jr. und K. Schneider, 
Diese Zs. Bd. 146, 8. 158 (1925). 


worn f,, den 





Messungen dient die Gleichung S.-W. 
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Trockengehalt 8,68°/,, S.-W.=0,0087 bei 20 stiindiger Dauer 
der Autolyse. 

Saccharase S,: Dieselbe Oberhefe in der bei Saccha- 
rase AR, angegebenen Weise mit Fructose geziichtet. Wihrend 
der Fiihrung vermehrte sich die Menge der Hefe um 10°/, 
(Zunahme des Trockengewichts). Trockengehalt 26,8°/,, S.-W. 
= 0,0080. Der Enzymgehalt war hier nur auf das 11/,fache 
gestiegen. Autolysat: 3,54°/, Trockengewicht, S.-W. = 0,0071. 

Saccharase S,: Mit #,-Glucose vorbehandelte Pfalzer 
Hefe S vom S.-W.=0,0094 und 25,3°/, Trockengewicht. Das 
gesamte ‘l'rockengewicht der Hefe stieg bei der Ziichtung um 
10°/,, der Saccharasegehalt nicht ganz auf das Doppelte. Fiir 
das in 20 stiindiger Versuchsdauer bereitete Autolysat (4,32 °/, 
Trockengewicht) fanden wir S.-W =0,01383. 

Saccharase 7': Aus Hefe ,.M* des Instituts fiir Girungs- 
gewerbe, Berlin N, bezogen am 5, XI. 1925. ‘'Trockengehalt 
27,89/,, S.-W.=0,0057. Autolysat: S-W.=0,0136 (5,74°/,). 

Saccharase 7',: Hefe ,.M“ mit Fructose gefiihrt. S.-W. 
= 0,0123 (27,3°/, Trockengehalt). Knzymzuwachs = 116°/,. 
Autolysat: S.-W.=0,0123 (5,56 °/,). 

Saccharase 7',: Hefe .M“ mit Gleichgewichtsglucose ge- 
fihrt. 27,8°/, Trockengehalt, S.-W.=0,0084. Enzymzuwachs 
47°/,. Autolysat: S.-W. = 0,012 (4,62 °/,). 

Saccharase U: Praiparat aus Liwenbrauhefe vom Zeit- 
wert 0,30. 

Saccharase VY: Priparat aus Loéwenbrauhefe vom Zeit- 
wert 0,22. 

Die Priparate “ und / entstammen der VIII. Abhand- 
lung ,,Zur Kenntnis des Invertins“ von R. Willstatter und 
K. Schneider.') 


2. Hemmungserscheinungen. 

Ausfiihrung und Berechnung der Versuche erfolgte im 
wesentlichen wie in unserer ersten Mitteilung.?) Um Acidi- 
tiitsinderungen mit gréBerer Sicherheit als bisher ausschlieBen 
zu kénnen, wurde an Stelle von prim. Kaliumphosphat Kssig- 





1) Diese Zs. Bd. 150, S. 220 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 142, 8S. 257 (1925). 
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siure—Natriumacetat 1:1 angewandt (0,13 Mol. pro 1000 ccm 
Reaktionsgemisch). Bei wiederholten elektrometrischen Bestim- 
mungen fanden wir p,-Werte zwischen 4,57 und 4,62. Durch 
Erhéhung der Zahl der Probeentnahmen von 4 auf 6 wurde 
eine gréBere Genauigkeit der fiir Versuchsbeginn extrapolierten 
Reaktionskonstanten erreicht. 

Die Saccharase # (Tab. 1) unterscheidet sich von allen 
bisher untersuchten Saccharasen aus Léwenbriiuhefe, niimlich 
von A, B, F, J, L und M dadurch, daB @-Glucose, 8-Glucose 
und Fructose sehr annahernd gleiche Reaktionsverzégerung 
bewirken. A gleicht durchaus den friiher aus Pschorr- und 
Spatenhefe gewonnenen Saccharasen und /. Enzymanreiche- 
rung in # durch gemiaBigte Fructose- (Tab. 2) und Glucose- 
girung (Tab. 3) bedingte keine nennenswerte Anderung der 
Hemmungserscheinungen. 

Bei der Knzymlésung S aus Pfalzer Hefe (Tab. 4) finden 
wir im Gegensatz zu unseren Beobachtungen an Saccharase P, 
die einer friiheren Hefelieferung derselben Fabrik entstammte, 
bedeutende Fructosehemmung, nicht nur bei Beriicksichtigung 
der 4, -, sondern auch der ’,-Werte. Die Ursache der wechseln- 
den Kinetik in Gegenwart der Ketose ist unbekannt. Durch 
Vorbehandlung von 8 mit Fructose oder Glucose (Tab. 5 u. 6) 
konnten wir weder das AusmaB der Fructosehemmung, noch 
das Verhiltnis 4,:%, bei Fructosezusatz entscheidend ver- 
schieben. 

Fiir die aus Hefe ,M*“ dargestellte Saccharase K hatte 
sich in unserer ersten Untersuchung eine sehr groBe Hemm- 
barkeit durch Fructose ergeben, die, den k,-Werten nach be- 
urteilt, etwa doppelt so groB war, wie der Glucoseeffekt. Auch 
die Anfangsgeschwindigkeiten der Inversion wurden durch 
Fructose sehr stark herabgesetzt, wihrend ein gleicher Zusatz 
von «-Glucose die k,-Werte unverindert lieB. Die einer neuen 
Lieferung von Hefe M entstammende Saccharase 7’ (Tab. 7) 
laBt eine Vorzugsstellung der Fructose nicht erkennen. Nur 
nach Fiihrung mit Glucose (Tab. 9) tritt das Hemmungsver- 
mégen der Fructose gegeniiber dem von Glucose wieder ein 
wenig in den Vordergrund. 
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Ubersicht iiber die Hemmungserscheinungen durch «-Glucose, 
f-Glucose und durch Fructose. 


0,2 m-Rohrzucker und 0,2 m-Hexose bei 25° 


und py = 4,6. 








Saeccharase 


R Loéwenbriuhefe 
vom 27. X. 1925 
nicht vorbehandelt 


Ry Loéwenbriuhefe 
vom 27. X. 1925 
mit Fructose vor- 


behandelt 


Rg Léwenbriuhefe 
vom 27. X. 1925 
mit a, §-Glucose 

vorbehandelt 


S Pfilzer Hefe 
vom 5. XI. 1925 
nicht vorbehandelt 


S,, Pfailzer Hefe 
vom 5. XI. 1925 


mit Fructose vor- 
behandelt 


So Pfilzer Hefe 
vom 5. XI. 1925 


mit a,$-Glucose 
vorbehandelt 


T Hefe M vom 
5. XI. 1925 nicht 
vorbehandelt 





Zucker- 
zusatz 


a-(Gluecose 
a-Gluecose 
8-Glucose 
6-Glucose 
Fructose 
a-Glucose 
5-Glucose 
Fructose 


a-Glueose 
a-Glueose 
8-Glucose 


Fructose 


a-Glueose 
8-Glucose 
Fructose 


_- 


a-Gluecose 
6-Glucose 
Fructose 


a-Glueose 
8-Glucose 
Fructose 


a-Glueose 
5-Glucose 
Fructose 





a bs 10* 


82,8 
143 

66,8 
109 

65,6 
107 
102 
180 
140 
138 
136 


159 
159 
123 
120 
116 
116 


147 
115 
115 
113 


14,2 
55,7 


55,9 


56,7 
170 
128 
121 
132 


158 
121 
115 
122 





ko + 104 


73,5 
126 
55,3 
89,3 
58,2 
98 
89 


149 
117 
113 
120 


142 
139 
111 
108 
99 
99 


127 
100 
109 
104 


64,2 
52,5 
48,1 
52,2 
150 
114 
105 
121 


129 
107 

97 
109 





0 


Hemmung in °/, 


ber. fiir 


ber. fiir 
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(Fortsetzung.) 
: Hemmung in °, 
Saccharase Zucker- km 10* | K-10 | per. far se “n 
zusatz 

Kin ko 
T,, Hefe M vom — 131 116 — — 
5. XI. 1925 mit — 127 112 — one 
Fructose vor- a-Glucose | 105 95 20 18 
behandelt a-Glucose 105 93 18 17 
6-Glucose 97,1 89,6 24 20 

Fructose 99,3 89,0 22 20,5 
7, Hefe M vom — 109 96 — ~ 
5. XI. 1925 mit — 109 98 — — 

a,8-Glucose vor- a-Glucose 86 80 21 15,5 
eee 6-Glucose 95 9 13 — 

Fructose 86,4 7 21 21,5 


Tabelle 1. 





Saccharase R (Lowenbriiuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt). 











Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21°. 
; Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker sana ung | abnahme | tung | k- 10‘ 
(Min.) (°) (°) lo 
2,0 m-Rohrzucker 0,0 5,93 — a 
1,0 | 5,88 0,10 _ _ 
8.0] 5,54 0,39 5,0 | 76,7 
6,0} 5,12 0,81 10,4 | 80,0 
90] 4,75 1,18 2 | 80,0] Aim =82,8 
13,0] 4.21 1,72 22,1 | 83,9] &,=73,5 
17,0] 3,70 2,23 28,7 | 86,5 
21,0] 3,20 2,73 35,1 | 89,5 
o | —1.85 7,78 ne — 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 8,15 — —_ -- 
+0,2 m-a-Glucose 1,5 7,97 0,18 3 — 
3,4 1,78 0,37 7 61,5 
6,0 | 7,49 0,66 5 | 65,0] &,, =66,8 
9,0 7,17 0,98 6 65,5] ky) = 55,3 
13,0 6,72 1,43 18,4 68,5 
17,3 | 6,29 1,86 23,9 | 68,8 
21,0] 5,89 2,26 29,1 | 71,4 
00 os 7,78 i is 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 
Je Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker = ung | abnahme | tung | /-10°* 
(Min.)} (°) (°) o/, 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 8,12 — — 
+-0,2 m-6-Glucose | 1,3 8,00 0,12 1,5 — 
3,0] 7,80 0,32 41 | 63,4 
6,0 7,44 0,68 8.7 | 66,7 
9,0 7,14 0,98 12,5 | 64,5 
13,0 6,73 1,39 17,8 | 66,2)4,= 65, 
i7,0 6,34 1,78 22,7 | 66,0] k,= 58,2 
21,0 5,97 2,15 27,5 | 66,7 
oo — 7,78 — _ 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 5,96 -- — 
10} 5,73 0,28 7) = 
3,0} 5,31 0,65 8,3 | 127 
6,0 4.64 1,32 16,9 ]| 135 
9,0} 3,98 1,98 25,3 1141 | 4,,=143 
13,0 3,16 2,80 85,4 [| 148 | k,=126 
17,0 2,45 3,51 44,9 152 
21,0 1,77 4,19 53,6 | 158 
o | —1,86 7,82 — — 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 8,08 — — — 
+0,2 m-a-Glucose 1,0 7,93 0,15 1,9 — 
3,0 7,61 0,47 6,0 | 89,5] 4,,=109 
6,0 | 7,00 1,08 13,8 | 108 | k,= 89,3 
9,0] 6,52 1,56 20,0 | 109 
120] 6,00 2,08 26,6 | 113 
17,0 5,22 2,86 36.6 | 116 
21,0 | 4,66 3,42 43,8 | 119 
co we 7,82 ses i 
0.2 m-Rohrzucker 0,0 8,12 — — ~- 
+0,2 m-§-Glucose 1,0 7,95 0,17 2,2 — 
3,0} 7,61 0,51 6,5 | 100 
6,0} 7,11 1,01 12,9 | 100 
9,0 6,57 1,55 19,8 107 {k,=107 
13,0] 5,93 2,19 28,0 | 110 | k= 98 
17,0 | 5,86 2,76 35,3 | 112 
21,0] 4,81 3,31 42.4 | 114 
oe) _ 7,82 _ — 
0,2 n-Rohrzucker 0,0 1,55 — — _ 
+0,2 m-Fructose 1,0 1,39 0,16 2,0 — 
3,0 1,07 0,48 6,2 | 93,4 
6,0 | 0,58 0,97 12,4 | 96,7 
90] 0,10 1,45 18,5 | 98,0 
13,0 | —0,53 2,08 26,6 103 | 4,,=102 
16,3 | —1,03 2,58 33.0 | 107 | k= 89 
22.0 | —1,85 os 43.5 | 113 
CO o- 7,82 — —_ 
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Tabelle 2. 


Saccharase #,, (L6wenbriuhefe vom 27. X. 19235, 


mit Fructose vorbehandelt). 














Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21°. 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | k-104 
(Min.)|  (°) () fg 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 | 5,90 —- --- o— 
14] 5,53 0,37 “i — 
3,4} 5,01 0,89 11,5 | 156 
6,0 | 4,35 1,55 20,0 | 161 
9,0 | 3,55 2.35 30,3 | 174 | k,= 180 
13,0 | 2,59 3,31 428] 187 | k, = 149 
17,0 1,78 4,12 53,2 194 
21,0 | 1,00 4,90 63,4 | 208 
» 1-188 7,74 —_— 2 
0,2 m-Rohrzucker 6,0 | 8,04 — wn a 
+0,2 m-a-Glucose 1.0 7,83 0,21 2,7 ue 
3,0 7,43 0,61 7,9 120 
6,0 6,77 1,27 16,4 130 
9,0} 6,12 1,92 2481 139 
13,0 | 5,34 2,70 34,9 | 144 | k,,= 140 
17,0 | 4,57 8,47 44,8 | 152 | k, =117 
21,0 | 3,95 4,09 52.9 | 156 
w - 7,74 a 
0,2 m-Rohrzucker 0.0 | 8,18 -— - ied 
+0,2 m-f-Glucose 11] 7,91 0,22 28) — 
3,0 7,52 0.61 7,9 | 120 
6,0 | 6,84 1,29 16,7 | 133 
9,0 | 6,28 1,85 23,9 | 182 | m= 188 
13,0 | 5,48 2,70 34.0 | 144 | ky = 113 
17,0 | 4,73 3,40 44.0 | 148 
21,0 | 4,10 4,03 52,2 | 152 
we — 1,74 — ee 
0,2 m-Rohrzucker | 0,0] 1,51 _ — — 
+0,2 m-Fructose 1,0 | 1,82 0,19 25| — 
3,0 | 0,87 0,64 8,3 | 127 
6,0 | 0,23 1,28 16,5 | 132 
9.0 |—0,82 1,88 23.7 | 181 | km= 136 










































































Uber Gluco- und Fruetosaccharase II. 95 
Tabelle 2 (Fortsetzung). 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | £-10* 
(Min)} = (°) (°) "lo 
0,2 m-Rohrzucker | 13,0 | — 1,10 2.61 33,7 137 | &, = 120 
+0,2 m-Fructose 17,0 | — 1,82 3.38 43,0 | 143 
21,0 | — 2,42 3,93 50,8 147 
x ~~ 7,74 in oe 
Tabelle 3. 
Saccharase Rg (Liwenbriiuhefe vom 27. X. 1925, 
mit o,§-Glucose vorbehandelt). 
Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21°. 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker | ung | abnahme | tung | &-10* 
(Min.)}  (°) (°) "lo 
0,2 m-Rohrzucker | 0,0 5,97 - -- - 
1,0 | 5,72 0,25 op) .. 
3,0 | 5,24 0,78 9,3 | 143 
6,0 | 4,56 1,41 18,0 | 145 
9,0 | 3,83 2,14 27,3 | 154 | k= 159 
13,5 | 2,80 3,17 40,5 | 167 | &, =142 
17,0 2,18 3,79 48 4 169 
21,0 | 1,48 4,49 57,4 | 176 
o |t-1,86 7,83 a 
0,2 m-Rohrzucker ; 0,0 8,13 — — — 
+0,2 m-Glucose 1,4 7,85 0,28 3,6 — 
3,0 | 7,57 0,56 7,2 | 110 
6,0 | 6,97 1,16 14,8 | 115 
9,0 | 6,38 1,75 22.3 | 122 | ‘m= 128 
13,5 | 5,55 2.58 32.9 | 129 | 4% =111 
17,0 | 5,00 3,13 40,0 | 180 
22.5 | 4,28 3.90 49,8 | 133 
00 i 7,83 x? Ee 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 
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Zucker 


0,2 m-Rohrzucker 
+0,2 m-95-Glucose 


0,2 m-Rohrzueker 


0,2 m-Rohrzucker 
+0,2 m-o-Glucose 


0,2 m-Rohrzucker 
4+-0,2 m-Fruetose 




















Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
ung | abnahme | tung | /£-10* 
(Min.)} (° (°) "lo 
0,0 | 8,16 _ ct hae 
1,1 | 7,99 0,17 oi — 
3,0 | 7,62 0,54 6,9 | 103 
6,5 | 6,95 1,21 15,5 | 112 
9,0 | 6,53 1,63 20,8 | 114 
13,0 | 5,83 2,33 29,8 | 118 
17,0 | 5,19 2,97 38,0 | 122 
21,0 | 4,56 3,60 46,0 | 128 
HD _ 7,83 was 
0,0 | 5,99 on ae 
1,1 | 5,73 0,26 335 = 
3,0 | 5,26 0,73 9,3 } 1438 
6,0 | 4,55 1,44 18,3 | 148 
9,0 | 3,86 2,18 27,1 | 152 
13,0 | 2,89 3,10 39,5 | 167 
17,0 | 2,19 3,80 48,4 | 169 
21,0 | 1,47 452 57,5 | 177 
D |—1,87 7,86 — — 
0,0 | 8,26 on — ae 
1,2 | 8,02 0,24 st 
3.3 | 7,64 0,62 7,9 | 109 
6,0 | 7,12 1,14 14,5 | 118 
9,0 | 6,54 1,72 21,9 | 120 
13,0 | 5,86 2,40 30,5 | 122 
17,0 | 5,22 8,04 88,7 | 125 
22.0 | 4,45 8,81 48,5 | 131 
00 — 7,86 — oa 
0,0 | 1,47 — —j;- 
12 | 1,26 0,21 27) — 
3,2 | 0,90 0,57 7,2 | 108 
6,0 | 0,37 1,10 14,0 | 110 
9,0 |—0,17 1,64 20,9 | 113 
13,2 |—0,93 2,40 30,5 | 120 
17,0 |—1,538 3,00 $8.2 | 123 
21,0 |—2,12 3,59 45,7 | 126 
a 7,86 — 2 























‘= 116 
k, = 99 
Kem = 159 
k, = 139 


k,, = 120 


hk, = 108 
ka= 116 
k, = 99 
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Tabelle 4. 


Saccharase S (Pfiilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 





Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21°. 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | /-10* 
(Min.) ig (°) ". 
0,2 m-Rohrzucker{ 0,0 5,88 — — oe 
12 | 5,61 0,27 oo. 
3,0 | 5,28 0,65 8,4 | 130 
6,0 | 4,57 1,31 17,0 | 135 
9,0 | 3,87 2,01 26,0 | 145 | fy, = 147 
13,0 | 3,07 2,81 36,4 | 151 | k, = 127 
17,0 | 2,32 3,56 46,2 | 158 
21,0 | 1,62 4.26 55,2 | 166 
» t-te 7,72 sabe _ 
0,2 m-Rohrzucker}] 0,0 8,07 = — — 
+ 0,2 m-a-Glucose 3,0 7,58 0,49 6,3 | 96,6 
7,3 6,69 1,38 17,8 113 
10,0 6,29 1,78 23,0 114 it, = 115 
13,0 5,76 2,31 29,8 118 | & = 10 
21,0 | 4,53 3,54 45,7 | 126 
CO -—— 7,56 oe — 
0,2 m-Rohrzucker} 0,0 8,16 — “= — 
+ 0,2 m-3-Glucose 1,4 7,89 0,27 3,5 -- 
3.0 | 7,63 0,53 6,9 | 107 
6,0 | 7,09 1,07 13,9 | 108 
9,0 | 6,52 1,64 8°) TT. we 038 
13,0 | 5,86 2,30 29,8 | 118 | 7% = 109 
17,0 | 5,23 2.93 38,0 | 122 
21,0 4,76 3,40 44,1 121 
w — 7,02 — om 
0,2 m-Rohrzucker} 0,0 1,50 - ~- — 
+ 0,2 m-Fructose 1,3 1,28 0,22 2,9 — 
3.0 | 0,96 0,54 7,0 | 107 
6,0 | 0,42 1,08 140 | 110 }4,, = 11: 
9,0 }—0,09 1,59 20,6 | 111 |, = 104 
14,0 |—0,86 2,36 30,6 | 113 
17,0 |—1,31 2,81 36,5 | 116 
21,0 |—1,89 3.39 44,0 | 120 
CO — 7..3 cote — 
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Tabelle 5. 
Saccharase S,, (Pfilzer Oberhefe vom 5. XJ. 1925, 
mit Fructose vorbehandelt). 





























Inversion bei 25°. — Polarisation bei 23°. 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | /-104 
(Min.){ = (°) (°) / P 
0,2 m-Rohrzucker| 0,0 5,95 — ~ — 
1,2 | 5,80 0,15 — 2 
3,0 | 5,60 0,35 4,5 | 66,7 
6,0 | 5,22 0,73 9,4 | 73,4 
9,0 | 4,86 1,09 14,1 | 73,4 |k,, = 74,2 
13,0 4,39 1,56 20,1 | 75,5 [| k, = 64,2 
17,0 | 3,95 2,00 25,8 | 76,5 
21,5 | 3,43 2,52 32.5 | 79,5 
co j|-—1,80 7,75 == — 
0,2 m-Rohrzucker} 0,0 8,03 _ ante vn 
+ 0,2 m-e«-Glucese 1,0 7,94 0,09 -— == 
3.0 | 17,76 0,27 3,5 | 53,4 
60 | 7,49 0,54 7,0 | 53,3 
10,0 | 7,10 0,93 | 12,0 | 56,0 | Am = 99,7 
13,0 | 6,82 1,21 15,6 | 57,0 | “o = 92,5 
18,0 | 6,43 1,60 | 20,6 | 55,6 
21,0 | 6,11 1,92 24,8 | 59,0 
OO — 7,75 — —_ 
0,2 m-Rohrzucker} 0,0 8,11 — — o~ 
+ 0,2 m-§-Glucose 1,1 8,02 0,0° — — 
30 | 7,85 0,26 3,4 | 50,0 
6,0 | 7,54 0,57 7,4 | 56,6 
9,0 | 7,27 0,84 10,8 | 55,7 | 4m = 55,9 
13,0 | 6,87 1,24 16,0 | 58,5 | “0 = 48,1 
17,0 | 6,51 1,60 20,6 | 58,8 
oD — 7,75 — — 
0,2 m-Rohrzucker] 0.9 1,47 wwe a yo 
+. 0.2 m-Fructose 1,0 1,40 0,07 wen — 
8, 1,21 0,26 8,4 | 53,3 
6,0 0,90 0,57 7,4 | 56,7 
9,0 0,65 0,82 10,6 | 54,5 |Z = 56,7 
13,0 | 0,27 1,20 15,5 | 57,0 1%, = 52,2 
17,0 |—0,10 1,57 20,3 | 58,9 
21,0 }—0,45 1,92 24.8 | 59,6 
00 a 7,75 ~— ome 
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Saccharase Se (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, 
mit a,6-Glueose vorbehandelt). 


Tabelle 6, 


Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21°. 








Zucker 


0.2 m-Rohrzucker 


0,2 m-Rohrzucker 
+0,2 m-«-Glucose 


0,2 m-Rohrzucker 
+0,2 m-$-Glucose 


0,2 m-Rohrzucker 
4+-0,2 m-a-Fructose 





Zeit 
(Min.) 


0,0 
1,2 
29 
6,0 
9,0 
13,0 
17,2 
21,5 
CO 


0,0 
1,0 
3,0 
6,0 


Dreh- 


ung 


(°) 


5,96 
5,67 
5,18 
4,39 
3,70 
2.86 


1,98 








Drehungs- 
abnahme 





Spal- 


tung 


k-10* 








29 
| a =< 170 
hk 2150 
k= 128 
k, = 114 


Kuyw 121 


= 105 


kim = 132 
k-., = 121 








camry oe inet ene oe nes — 
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Tabelle 7. 


Saccharase 7’ (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Inversion bei 25°. — Polarisation bei 21”. 








Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | /-10+ 
(Min.)}| = (°) (°) %lo 
0,2 m-Rohrzucker | 0,0 5,99 -- — -— 
1,5 5,64 0,35 4,5 a 
3,0 | 5,80 0,69 88 | 133 ; 
6,0 | 4,61 1,38 17,6 | 140 
9,0 3,94 2,05 26,2 M47 | &, = 153 
13,0 | 3,01 2,98 38,0 | 160 | &, = 129 
17,3 2,21 3,78 48,2 | 168 
21,0 1,55 4,44 56,6 | 1738 
CO 1,86 7,89 aa = 
0,2 m-Rohrzuecker 0,0 7,96 ox -_ << 
- 0,2 m-«-Giueose 1,2 7,73 Q,28 2,9 — 
3,0 | 7,40 0,56 7,1 + 107 
6,0 6,82 1,14 14,5 118 ¢ Z,= 121 
90 | 621 1,75 22.3 | 123 | ky = 127 
13,0 | 5,52 2,44 31,1 | 124 
17,0 1,86 3,10 39,5 | 128 
21,0 | 4,24 3,42 47,4 | 1338 
DI —_ 7,85 as ‘a 
0.2 m-Rohrzueker 0,0 8,11 ed — — 
0.2 m-§-Glucose 1,0 7,92 Q,19 2,4 “ 
3,0 7,60 U,d1 6,5 100 
6,0 7,01 1, il 14,0 | 110 | &,=115 
9.0 6,48 1,63 20,8 | 118 | %, = 97 
13,0 7D 2,36 30,1 120 
17.0 | 5,16 2,95 37,6 | 121 ) 
21.0 | 4,54 3,07 45,5 | 125 
6 se 7,85 ae me 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 1,42 it — aa 
40,2 m-Fruetose 1,0 1,20 0,22 2,8 — 
3,0 0£0 0,62 7,9 | 120 
6.0 | 0,26 1,16 14,8 | 117 
9,3 |-0,34 1,76 22.4 | 118 | m= 122 
13,0 |-0,98 2,40 80,6 | 122 | % = 109 
17,0 |—1,60 3,02 38,5 | 124 
21.0 |—2,25 3,67 46,8 | 131 
L oo 7.85 oo _- 
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Tabelle 8. 
Saccharase 7’ ,, (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit Fructose vorbehandelt). 








Inversion bei 25°. — Polarisation bei 22°. 
Zeit Dreh-}| Drehungs- | Spal- _ 
Zucker ung | abnahme | tung | **10 
(Min.)| (°) (" °, 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 5,76 a a —_- 
1,0 | 5,56 0,20 i oo 
} 80 | 5,14 0,62 8,2 | 123 
6,0 | 4,58 1,18 15,7 | 123 
9,0 | 4,00 1,76 23,3 | 129 |%,, = 131 
13,0 | 3,31 2,45 32.5 | 131 |A, = 116 
17,0 | 2,62 3,14 41,7 | 188 
21,0 | 2,00 3,76 49,8 | 141 
D —1,77 7,53 - — 
| 0,2 m-Rohrzucker | 0,0 4,04 — — 
0,2 m-a-Glucose 1,2 7,58 0,19 - — 
3,0 | 7,29 0,48 6,4 | 96,8 
6,0 6,80 0,97 12,9 | 100 |[4,,= 105 
20 | 6,33 1,44 19,1 } 102 |[k,= 95 
13,0 | 5,71 2,06 27,4 | 108 
17,0 | 5,18 2.64 85.1 | 110 
21,0 4,62 3,15 41,8 112 
~ aa 1,53 is aa 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 5,76 — — 
13 | 5,53 0,23 oo 
3.0 | 5,17 0,59 7,8 | 120 
6,0 4.6 1,13 15,0 119 k,, = 127 
9,0 | 4,05 1,71 22,6 | 123 |4, = 112 
12.0 | 3,51 2,25 29,8 | 128 
) 17,0 | 2,66 3.10 41,0 | 135 
21,0 2,05 3,71 49,1 139 
t — 1,80 7,56 — o— 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 1,81 _ — — 
+-0,2 m-a-Glueose 1,0 7,63 0,18 — -— 
3.0 | 7,34 0,47 6,2 | 93,0 
6,0 6,86 0,95 12,5 96,714, = 105 
9,0 6,35 1,46 19,3 104 ik, = 93 
13,0 | 5,71 2,10 27,8 | 109 
17,0 | 5,02 2,79 36,9 | 118 
21,0 | 4,65 3.16 41,8 | 112 
ve — 1,96 — — 
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Tabelle 8 (Fortsetzung). 
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Zucker 


0,2 m-Rohrzucker 
+ 0,2 m-3-Glueose 


0,2 m-Rohrzucker 
-+- 0,2 m-Fructose 


Zeit 
(Min.) 


0,0 


9 7 


6,0 

9,0 
13,3 
17,1 
21,0 

CO 


0,0 
1,0 





Dreh- 


ung 
0 
(") 


8,02 
7,61 
7,14 
6,65 
6,06 
5,50 
5,07 


1,32 
1,20 
0,66 
0,23 
— 0,04 
— 0,59 
—1,17 
— 1,09 








Drehungs- 
abnahme 
(°) 
0,41 
0,88 
1,3 
1,96 
2,92 
2.95 
7,56 
0,12 
0,66 
1,09 
1,36 
1,91 
2,49 
8,01 
7,56 


Tabelle 9. 


Saccharase 7|, (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5, XL. 1925, mit a, 8-Glucose vorbehandelt). 





Spal- 
tung 


°/o 





k ad 10* 





a sats 97,1 
ko = 89t 
Bus 99,3 
k, = 89 











Inversion bei 25°. — Polarisation bei 23°. 
Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | /-10* 
(Min)} (°) (°) a 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 5,74 ~— oo _ 
13 | 5,53 0,21 ei -~. 
3,0 | 5,26 0,48 6,4 | 96,7 
6,0 | 4,77 0,97 13,0 | 102 |kp = 109 
9,0 | 4,27 1,47 19,7 | 117 |, = 96 
13,5 3,57 2,17 29,1 111 
17,0 | 8,02 2,72 36,4 | 116 
22,0 | 2,36 3,38 45,2 | 118 
© 1-198 1,47 “Am we 
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Zeit Dreh- | Drehungs- | Spal- 
Zucker ung | abnahme | tung | /-10* 
(Min.) (") (°)  P 
0,2 m-Rohrzucker | 0,0 7,74 
+ 0,2 m-a- Glucose 1,0 7,68 0.11 
3,5 | 7,2 0,47 6,38 | 83,0 
6,0 695 0,79 10,6 81,8 [4,, 
} 9,0 | 6,55 1,19 15.9 | 84,5 Th, 
13,0 6,02 1,72 23,1 87.9 
17,0 | 5,57 2,17 29,1 | 88,2 
| 21,0 | 5,10 2.64 35,4 | 90,5 
D 7,47 
0.2 m-Rohrzucker | 0,0 8,10 
; +-0,2 m-§-Glucose 1,8 7,81 0,29 3,9 
3,0 Tol 0.59 7,9 
6,0 7,14 0,96 12.9 
9,0 6,74 1.36 18,2 | 96,5 
13,0 6,27 1,83 24,5 94,0 Tk, 
17,0 5,80 2,30 30,8 94,2 Tk, 
21,0 5,35 2,45 36,8 95,2 
D _ T,47 - 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 5,76 — 
0,9 5,61 0,15 sie ma 
3,0 0,15 0,58 7,8 103 
6,0 | 4,82 0,94 12.6 | 982 
9,0 | 4,27 1,49 20,0 108 | x. 
13,0 | 3,61 215 28,8 } 113 [4 
| 17,0 | 3,07 2.69 36,1 [115 
21,0 | 251 8,25 48,6 | 118 
co {[-~1.70 7,46 a 
0,2 m-Rohrzucker 0,0 1,39 _ — - 
| +0,2 m-Fructose 1,0 125 0,14 vs a 
3,0 | 0,99 0,40 5,8 | 86,7 
6,0 | 0,65 0,74 9,9 | 76,6 
9,0 0,22 1,17 15,7 82,1 Tk, 
14,3 |—0,52 1,91 25,6 89,5 1k, 
17,0 |—0,85 2,24 30,0 | 91,2 
21,6 |—1,33 2.72 36,5 | 95,7 
| a mos 7,46 — — 
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86,0 
= 80,9 


109 
98 


= $6.4 
17 
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3. KK,-Bestimmungen in Gegenwart von «-Glucose, f-Glucose 
und Fructose. 


Tabelle 10. 
Saccharase P (Pfilzer Oberhefe vom 26, I. 1925). Affinitit ohne Zusatz. 


















































K, = 0030. 
Oo , Drehungs- Relative Anfangs- a ; 
[S] Zeit | Drehung] apnahme | geschw. (6,7 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, ber. 
5,86 1,8 5,69 0,17 31,0 30,7 + 0,3 
[0,193] } 15,0 4,21 1.65 
30,0 2,73 3,13 
45,5 1,36 4,50 
8,52 . 2,2 3,33 0,19 29,0 28,2 + 0,8 
[0,116] | 15,0 1,91 1,61 
30,0 0,65 2,87 
45,0 | —0,22 8,74 
2,34 2,2 2,17 0,17 25,5 | 25,5 + 0,0 ; 
(0,077] | 15,2 0,90 1,44 | 
30,0 | —0,05 2,39 | 
45,0 — 0,49 2,83 | 
1,17 1,8 1,06 0,11 20,5 | 20,0 + 0,5 
[0,0386]} 15,0 0,11 1,06 | 
30,5 | —0,23 1,40 | 
45,0 | —0,38 1,55 | 
0,59 2,0 0,51 0,08 13,0 | 13,9 — 0,9 
(0,0193]} 15,0 | —0,01 0,60 | 
37,6 | —0,14 0,73 
49,3 | —0,17 0,76 
Tabelle 11. 
Saccharase K (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, Mitte Dez. 1924). 
S8g 
Affinitit ohne Zusatz. 
K, = 0,020. | 
a Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (10,0 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, | ber. 
" = — — - —— l “ 
5,86 2.1 - 5,68 0,18 38 «| ~—s88,7 mo 19 
[0,193] ] 15,0 4,61 1,25 “ | 
30,0 3,45 2,41 
46,0 2,31 3,55 
3,52 2,0 3,34 0,18 32 31,8 + 0,2 
(0,116]} 15,0 2,30 1,22 
30,0 1,29 2,23 
45,0 0,39 3,18 | 
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Tabelle 11 (Fortsetzung). 
‘a Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (10,0 Min.) A 
() (Min.) () (°) gef. | ber. 
2.34 2,0 2,21 0,13 30 =| 29,6 + 0,4 
0,0773]] 15,0 1,22 1,12 
30,4 0,39 1,95 
47,2 — 0,23 2,57 
1,17 2,0 1,06 0,11 23,5 | 24,5 — 1,0 
(0,0886|} 15,0 0,33 0,84 | 
30,0 —0,07 1,24 | 
45,0 — 0,29 1,46 | 
0,59 2,2 0,49 0,10 19 | 18,8 + 0,7 
|0,0193]} 15,0 — 0,06 0,65 
30,0 —0,14 0,73 
45,2 — 0,16 0,75 














Tabelle 12. 





Saccharase / (Léwenbrauhefe, Autolysat nach Hudson vom 2. Vi. 1928). 
Affinitét ohne Zusatz. 


K, = 0,035. 














Drehung 





Drehungs- 
abnahme 
(°) 


0,29 
1,96 
8,73 
5,10 


0,28 
1,88 
3,23 
3,98 
0,27 
1,69 
2,54 
2,88 
0,13 
1,11 
1,42 
1,50 


0,09 
0,57 
0,71 
0,72 





Relative Anfangs- 
geschw. (6,7 Min.) 


gef. ber. 
36,5 35,4 
34,0 32,1 
31,0 28,7 
22.5 22.0 
13,0 14,7 
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Tabelle 13. 
Saccharase J(Loéwenbriuhefe. Autolysat nach Hudson vom 2. VI. 1923). 
Affinitait bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,200 m. 
K,= 0,050. 














o Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (6,7 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
1,42 2,0 1,16 0,26 82,0 32,1 ~ et 
[0,193]] 15,0 — 0,22 1,64 
30,0 — 1,62 8,04 
45,2 — 2.87 4,29 | 
— 0,89] 2,0 que 0,23 28,5 28,5 + 0,0 
(0,116]]} 15,0 ~ 209 1,48 
30,0 — 3,48 2,54 
45,0 — 4,21 3,32 
— 2,04 2,0 — 2,25 0,21 24,0 24,0 ~~ 0:2 
0,077] | 15,0 — 3,24 1,20 | 
30,0 — 4,08 2,04 
45,0 — 4,52 2,48 | 
— 3,20 2,0 — 3,37 0,17 17,5 17,7 — 0,2 
(0,0386]} 24,4 — 4,28 1,08 | 
35,0 — 4,48 1,28 
46,0 — 4,59 1,39 
—&2TI| 20 — 8,86 0,09 10,0 | 11,3 5S 
[(0,0193]} 20,8 — 4,38 0,56 
32,0 — 4,42 0,65 
45,0 — 4,47 0,70 

















Tabelle 14. 


Saccharase J (Lowenbriuhefe, Autolysat nach Hudson vom 2. VI. 1923). 























Affinitat bei Zusatz von a,f-Giucose. — -Glucosekonzentration: 0,200 m. 
K,= 0,087. 
ss Drehungs- | Relative Anfangs- 
[S] Leit Drehung abnahme | geschw. (6,7 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
8,25 2.0 7,92 0,33 32.5 33,0 Os 
(0,193) | 15,0 6,57 1,68 
30,0 5,09 3,16 
45,0 3,85 4,40 
5,94 2,0 5,62 0,32 29,5 | 29,7 — 0,2 
(0,116]] 15,0 4,35 1,59 
30,0 324 2,70 
45,0 2.44 3.50 
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3,63 
'0,0386} 


3,06 
(0.0193) 


Zeit 


| (Min.) 


2,0 
15,0 
30,0 
45,0 


2,0 
15,0 
30,0 
45,0 

2,0 
15,0 
30,0 
45.0 





Saccharase B (L6wenbriuhefe vom November 1924). 





Drehung 


Drehungs- 
abnahme 


(°) 

0,30 
1,34 
2,17 
2,65 
0,29 
0,92 
1,33 
1,49 
0,19 
0,59 
0,74 





0,81 


Relative Anfangs- 


geschw. (6,7 Min.) 





gef, ber. 
26,5 26,5 
20,5 20,2 
13,0 13,5 





Tabelle 15. 


Affinitit ohne Zusatz. 


K,= 0,030. 








+ 0,8 





3,52 
6,116] 


2,34 
(0,077) 


| 1,17 
| [0,039] 


0,59 
'0,0193) 








Drehung 
(°) 


~~ 


“ “ ~~ 


bet OO mem DOD Be Or 
On Crest no or | 


Ooo mo OOM | 


Drehungs- 
abnahme 





| Relative Anfangs- 
geschw. (6,7 Min.) 





gef. ber. 
31,5 | 31.5 
30,0 29,0 
26,0 26,2 
20,0 20,5 
15,0 14,3 








-- 1,0 


we 
— 0,2 


+ 0,7 
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Tabelle 16. 


Saccharase B (Léwenbraiuhefe vom November 1924). 
Affinitit bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,200 im. 
K, = 0,042 














o Drehungs- | Relative Anfangs- 
(S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (13,4 Min.) A 
(°) (Min.) (’ (°) gef. | ber. 
1,37 3,0 1,24 0,13 250 | 22 | —og 
10,1855] | 30,0 0,08 1,29 
60,0 — 1,04 2,41 
90,0 — 2,09 3,46 
— 0,95 3,0 — 1,07 0,12 22,5 22.4 | +0,1 
0,1113] | 30,0 ~ £10 1,15 
60,0 — 3,03 2,08 
90,0 — 3,73 2,78 
— 1,99 3,0 — 2,09 0,10 19,5 19,7 — 0,2 
(0,0742] | 30,0 — 2,94 0,95 
60,0 — 3,67 1,68 
90,0 — 4,19 2,20 | 
— 8,21 3,0 — 3,28 0,07 1445 | 14,5 -- 0,0 
(0,0371| 30,0 — 3,86 0,65 | 
60,0 _* | 1,00 
90,0 — 4,45 1,24 | 
— 3,76 3,0 — 3,80 0,04 90 | 95 - 0,5 
'0,0185] | 30,0 — 4,07 0,31 | 
60,0 — 430 0,54 
90,0 — 4,39 0,68 

















Tabelle 17. 


Saccharase B (LOwenbriuhefe vom November 1924). 


Affinitit bei Zusatz von «,6-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,200 m. 


K, = 0,042. 




















o Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (13,4 Min.) A 
(°) (Min.) (°) o gef. ber. 
8,07 3,0 7,89 0,18 23 | 27,8 + 0,2 
[0.1855] | 30,0 6,69 1,38 . | 
60,0 5,50 2.57 
90,0 4,54 3,53 
5,77 3,0 5,61 0,16 25 24,8 + 0,2 
[0,113] 30,0 4,58 1,19 
60,0 3, Die 2,22 
90,0 2,938 2.84 




















ee 
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Tabelle 17 (Fortsetzung). 

















[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (13,4 Min.) A 
(°) (°) (°) (°) gef, | ber. 
4,60 3,0 4,45 0,15 2 | ag | +02 
(0,0742 | 30,0 3,55 1,05 
60,0 2,80 1,80 
90,0 2,32 2,28 
3,49 3,0 8,39 0,10 16 16,0 | + 0,0 
(0,0371] | 30,0 2,77 0,72 | 
60.0 2,35 1,14 | 
90,0 2,16 33 
2,86 3,0 2,80 0,06 10,5 | 10,5 + 0,0 
[0,0185] | 31,0 2,44 0,42 | 
60,0 2,29 0,57 | 
91,0 2.23 0,63 














Tabelle 18. 


Saccharase R (Léwenbriiuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit ohne Zusatz. 
K, = 0,032. 

















a Drehungs- | Relative Anfangs- iB 
[S] Zeit Drehung abnahme _geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
5,80 2.0 5,38 0,42 26,5 27,4 eal 
: (0,1912] 5,0 4,84 0,96 
| 10,0 3,94 1,86 
| 15,0 8,08 2,72 
| 3,48 2,0 3,09 0,39 25,5 23.4 + 2,1 
[0,1146] 5,0 2,57 0,91 
10,0 1,74 1,74 
15,0 1,06 2,42 
2,32 2,0 1,97 0,35 22.5 22.5 + 0,0 
(0,0765] 5,0 1,48 0,84 
10,0 0,78 1,54 
15,0 0,25 2.07 
1,16 2,0 0,87 0,29 18,0 17,3 +- 0,7 
(0,0382] 5,0 0,53 0,63 
10,0 0,11 1,05 
15,0 |- 0,12 1,28 
0,58 2,0 0,38 0,20 12,0 12,0 + 0,0 
(0,01911]} 5,0 0,16 0,42 
10,0  |— 0,02 0,60 
16,7 |— 0,13 0,71 

















i 
' 
4 
u 
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Tabelle 19. 


Saccharase # (Loéwenbriiuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt). 




















Affinitit bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K, = 0,035. 
a Drehungs- | Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
() (Min.) (°) (°) gef, ber. 
7,60 2,0 7,60 0,30 20,0 | 19,7 40,2 
(0,1912] 5,0 7,43, 0,77 | 
10,0 6,36 1,54 
15,0 5,62 2,28 
5,61 2,0 5,34 0,27 18,0 | 18,0 + 0,0 
(0,1146] 5,0 4,92 0,69 | 
10,0 4,25 1,36 | 
15,0 3,60 2,01 | 
4,43 20 4,19 0,24 16,0 | 16,0 +0,0 
[0,0765] 5,0 3,81 0,62 | 
10,0 3,17 1,26 | 
15,0 2.67 1,76 | 
3,25 2,0 3,07 0,18 13,0 | 123 40,7 
(0,0382] 5,0 2,80 0,45 | 
10,0 2,41 0,84 | 
15,0 2,14 1,11 | 
2,65 2,0 2,53 0,12 80 | 83 —0,3 
(0,019) 5,0 2.37 0,28 
10,0 2,20 0,45 
15,0 2,08 0,57 

















Tabelle 20. 


Saccharase & (Liéwenbriiuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt 
Affinitiit bei Zusatz von §-Glucose. 














K, = 0,072. 
a ae | Dodlnnae: Relative Anfangs- 
18] Zeit |Drebung] apnahme | geschw. (3,3 Min.) | 4 
(°) (Min.) (°) (°) get. | ber. 
8,16 2,0 7,88 0,28 20,0 | 200 | +£0,0 
(0,1921] | 5,0 7,44 0,72 | 
10,0 6.69 147 | 
15,0 5,99 2.17 | 
5,82 2,0 5,59 0,238 11,0 | 17,0 +0.0 
(0,1152] | 5,0 5,16 0.66 | 
10,0 4.54 1,28 | 
15,0 3°97 1,85 | 
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2,90 
0,0192] 





Tabelle 20 (Fortsetzung). 


Drehung 


(°) 


4,47 
4.11 
3,61 
3,16 


3,35 
8,17 
2.84 
2,60 


2,83 
2,72 
2,56 
2.41 





Tabelle 21. 





Drehungs- 
abnahme 


(") 





Relative Anfangs- 


geschw. (3,3 Min.) 


gef. 


14,0 


8,0 


9,0 


9,4 





+ 0,0 


se 


Saccharase R (Léwenbriiuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitét bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,196 m. 


K, = 0,072. 





1,48 
(0,1921] 


~ 0,91 
(0,1152] 


— 2,05 
[0,077 | 


— 3,79 
'0,0192] 





Zeit 
(Min.) 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 
2,0 
5,0 
10,0 
15,0 
2,0 
0,9 
10,0 
15,0 
2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


Drehung 








Drehungs- 
abnahme 


(°) 


0,32 
0,77 
1,49 
2,21 
0,24 
0,66 
1,25 
1,82 
0,20 
0,54 
1,09 
1,55 
0,08 
0,21 
0,40 
0,58 





Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 


gef. 


20,5 


14,0 


ber. 


14,2 





+0,0 


ad 
— 0,3 
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Tabelle 22. 











vorbehandelt). Affinitit ohne Zusatz. 
K,= 0.037. 
| Drehunes- | Relative Anfangs- 
= Zeit | Drehung Drehungs h bi 
[|S] abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. . 
5,80 2,0 5,26 0,54 84.0 32,4 ts 
(0,1912] | 15,0 2,08 3,72 
30,0 — 0,89 6,19 
45,0 — 1,34 7,14 
3,48 2,2 2,94 0,54 29,0 29,3 02 
(0,1146] | 15,0 0,26 3,22 
30,0 — 0,91 4,39 ) 
45,0 = gt 4.55 
3,32 2.0 1,86 0,46 26,0 26,0 + 0,0 
(0,0765 | 15,0 — 0,21 2,53 
30,0 ~ 0,70 3,02 
45,0 —@, 41 3,03 
1,16 2,0 0,77 0,3 20,0 19,6 + 0,4 
(0,0382] | 15,0 — 0,32 1,48 
30,0 — 0,38 1,54 
45,0 — 0,39 1,55 
0,58 2,0 0,33 0,25 15,0 | 13,2 + 1,8 
(0,0191} | 15,0 — 0,20 0,78 
30,0 — 0,19 0,77 
45,0 — 0,19 0,77 


Sacecharase R,, (Léwenbriuhefe vom 27. X. 1925, mit Fructose 


Affinitiit bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 











Tabelle 23. 


vorbehandelt. 


K,= 0,040. 














Drehungs- 


Relative Anfangs- | 











ih 4 e 
Zeit Drehu 
(S] , renuns | spnahme | geschw. (3,33 Min.) 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
8,19 2,0 1,65 0,54 34,5 38,4 
[0,200] 5,0 6,90 1,29 
10,0 5,79 2.40 | 
15,0 4,79 3,40 | 
5,77 2,0 5,31 0,46 29,0 30,0 
[0,120] 5,0 4,69 1,08 
10,0 3,67 2,10 
15,0 2,88 2,89 




















— 1,0 
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Tabelle 23 (Fortsetzung). 
o we Drehungs- | Relative Anfangs- 
Zeit Drehun ; 
S] 8 abnahme | geschw. (3,33 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, ber. 
4,52 2,0 4,13 0,39 25,5 26,6 ~<a 
0,080] 5,0 3,56 0,96 
10,0 2.80 1,72 
15,0 2.24 2,28 
3,43 2,0 3,056 0 37 21,0 20,0 + 1,0 
0,040) 5,0 2.67 0,76 
10,0 2.25 1,18 
15,0 2.04 1,39 
2,84 2.0 2.56 0,28 15,0 13,4 eis 
(0,020) 5,0 2,36 0,48 








Tabelle 24, 


Saccharase A, (Liwenbriiuhefe vom 27. 





vorbehandelt). 


K,= 0,035. 











X. 1925, mit «,9-Glucose 











5,92 
[0,1855| 


3,04 


(0,1100) 


2,37 
[0,074] 


1,18 
(0,037 } 


0,59 
(0,018) 





Zeit 
(Min.) 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 

5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,2 
2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2.0 

5,0 
10,0 
15,0 





Drehung 





Drehungs- 
abnahme 


(*) 





Relative Arfangs- 


| geschw. (3,3 Min.) 


gef. 4 | ber. 
36,5 | 36,5 
33,0 33,0 
30,0 | 29,6 
25,0 22.3 
16,5 14,8 





+ fy) af ' 


+ 0,4 


+ 1,7 


A tate 
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Tabelle 24a. 


Saccharase R, (Léwenbriuhefe vom 27. X. 1925, mit «, 8-Glucose 


vorbehandelt). 


Affinitit ohne Zusatz. 


K, = 0,088. 




















‘ Drehungs- Relative Anfangs- 
[8] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min ) 
(°) (Min.) (°) (°) gef. ber, 
5,80 2,0 5,40 0,40 26,0 26,0 
(0,1912] | 15,0 3,15 2,65 
30,0 1,07 4,73 
45,0 | —0,03 5,83 
3,48 2,0 8,11 0,37 23,0 23,4 
(0,1146] | 15,0 1,12 2.36 
30,0 | -0,31 3,79 
45,0 | —0,87 4,35 
2,82 2,0 1,94 0,38 20,0 20,9 
(0,0765] | 15,0 0,31 1,01 
30,0 | —0,50 2.82 
45,0 | —0,75 3,07 
1,16 2,0 0,89 0,27 16,0 15,6 
(0,0882] | 15,0 | —0,10 1,26 
30,0 | —0,34 1,50 
45,0 | —0,35 1,51 
0,58 2,0 0,36 0,22 11,0 10,6 
(0,0191] | 15,0 | —0,15 0,73 
30,0 | —0,23 0,81 
45,0 | —0,22 0,80 














Tabelle 25. 


Saccharase #, (Léwenbriuhefe vom 27 





. X. 1925, mit «, 6-Glucose 











— U4 


—0,9 


+0,4 


+0,4 





























vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von a-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K, = 0,033. 
a Drehungs- | Relative Anfangs- 
[S$] Zeit Drehung abnahme | geschw. (2,5 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, ber. 
5,72 2,0 5,16 0,56 27,0 26,7 +0,3 
0,1100] 5,0 4,36 1,36 j 
10,0 3,24 2,48 
15,0 2,39 3,33 
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Tabelle 25 (Fortsetzung). 
a Drehungs- | Relative Anfangs- 
|S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (2,5 Min.) A 
(°) (Min.) (*) (°) gef. ber. 
4,55 2,0 4,06 0,49 24.0 24.0 +0,0 
0,074] 5,0 3,33 1,22 
10,0 2,49 2,06 
15,0 1,97 2,58 
3.37 2,0 2.94 0,43 19,0 18,4 | +0,6 
(0,037 | 5,0 2.56 0,81 
10,0 2,07 1,30 
15,0 1,89 1,48 
2,77 2,0 2,55 0,22 12,5 11,1 +1,4 
7 [0,018] 5,0 2,28 0,49 
10,0 2.12 0.65 
15,0 2.06 0,71 
Tabelle 26. 
Saccharase S (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit ohne Zusatz. 
K, = 0,033. | 
“ Drehungs- Relative Anfangs- 
[S$] Zeit | Drehung) abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(*) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
5,62 2,0 5,04 0,58 40,5 40,6 —0,1 
'0,1860) 5,0 411 1,51 | 
10,0 2.69 2.93 
15,0 1,45 4,17 
3.37 2,0 2,81 0,56 36,5 36,8 —0,3 
(0,1115] 5,0 1,96 1,41 
10,0 0,79 2.58 
15,0 | —0,06 3,43 
2.25 2,0 1,80 0,45 31,5 33,0 1,9 
(0.0744) 5,0 1,06 1,19 
; 10,0 0,15 2,10 | 
15,0 | —0,35 2.50 | 
1,12 2.0 0,74 0,38 25,5 | 253 | +02 
0,0372] 5,0 0,23 0,89 | 
15,0 | —0,33 1,45 | 
0,56 2,0 0,29 0,27 180 | 17,2 +0,8 
é 0,0186] 5,0 — 0,04 0,60 | 
10,0 | —O,15 0,71 | 
15,0 | —0,20 0,76 | 
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Tabeile 27. 
Saccharase S (Pfalzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt), 














Affinitiit bei Zusatz von «-Gluecose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K, = 0.035. 
- Drehungs- | Relative Anfangs- 
[S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,33 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. ber. 
8,10 2,2 7,53 0,57 35,0 33,2 +1,8 
[0.1855] 5,0 6,81 1,29 
10,0 5,48 2.62 
15,0 4,42 3,68 
5,72 2,0 5,27 0,45 30,0 30.0 0.0 
'0,1100) 5,0 4,57 1,15 
10,0 3.51 2.21 
15,0 2,67 3,05 
4,55 2,0 4,18 0,42 26,5 26,8 -0,3 
[0,074] § 5,0 3,53 1,02 
10,0 2,62 1,93 
15,0 2,07 2,48 
3,37 2,0 3,10 0,27 21,0 20,3 +0,7 
[0,037] 5,0 2,58 0,79 
10,0 2,19 1,18 
15,0 1,98 1,39 
2,77 2,0 2,55 0,22 13,5 13,4 40,1 
0,018) 5,0 2,32 0,45 
10,0 2.13 0,64 
15,0 2.06 0,71 

















Tabelle 28. 
Saeccharase S (Pfiilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz zu §-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,190 m. 


K, = 0,078. 











am 


[8] 
(°j 


8,15 
.0,200] 


5,82 
[0‘120] 








Drehung 
(*) 


7,69 
7,03 
5,81 
4,66 


5,46 
4,82 
3,86 
3.07 








Drehungs- 
abnahme 


(°) 


0,46 
1,12 
2,34 
3,49 


0,36 
1,00 
1,96 
2,75 





Relative Anfangs- 








geschw. (3,3 Min.) A 
gef. | ber 
30,0 | 28,3 41,7 
26,0 23,8 | +2,2 











i 
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Tabelle 28 (Fortsetzung). 














‘ Drehungs- | Relative Anfangs- 
[5] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber, 
4,65 2,0 4,36 0,29 21,0 | 21,0 +0,0 
0,080] 5,0 3,84 0,81 | 
10,0 3,05 1,60 
15,0 2,52 2,13 | 
3,49 2.0 3,34 0,15 13.0 | 13,4 = 
0,040] 5,0 2,99 0,50 | 
10,0 2,56 0,93 
15,0 2,31 1,18 
2,91 2,0 2,84 0,07 8,0 8,0 + 0,0 
0,020) 5,0 2,61 0,30 
10,0 2,47 0,44 
15,0 2.23 0,68 

















Tabelle 29. 
Saccharase S (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,196 m.) 
K, = 0,084. 











ETRE T EC 





[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,33 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
1,24 2,0 0,74 0,50 33 33,2 —0,2 
[0,200] 5,0 0,00 1,24 
10,0 — 1,20 2,44 
15,0 — 2,26 3,50 
—1,09 2,0 —1,47 0,38 28 | 994 +0,3 
[0,120] 5,0 —2,18 1,09 | 
10,0 — 3,12 2,03 | 
15,0 — 3,85 2,76 | 
— 2,26 2,0 — 2,58 0,32 23 | 28 +0,0 
[0,080] 5,0 — 3,13 0,87 | 
10,0 — 3,89 1,63 | 
15,0 — 4,40 2,14 | 
— 3,42 2,0 — 3,62 0,20 13,5 | 15,2 —1,7 
[0,040] 5,0 — 8,92 0,51 : 
10,0 —4,35 0,93 
15,0 — 4,56 1,14 
— 4,00 2,0 — 4,08 0,08 65 |} 9,0 —2,5 
0,020) 5,0 — 4,24 0,24 
10,0 —4,44 0,44 | 
15,0 — 4,58 0,58 | 




















i 
| 
' 
i 
i 
' 
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Tabelle 30. 


Saccharase S,, (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, mit Fructose 
vorbehandelt). 


Affinitiit ohne Zusatz. 
AK, = 0,035. 

















ow ” . Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Heit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
5,66 2,0 5,44 0,22 14,5 1445 | +00 
(0,1861] 5,0 5,12 0,54 
10,0 4,55 1,11 
15,0 4,01 1,65 
8,35 2.0 8,17 0,18 13,0 13,0 + 0,0 
0,1120] 5,0 2,87 0,48 
10,2 2,31 1,04 | 
15,0 1,83 1,52 | 
2,22 2,0 2,05 0,17 11,5 11,6 — 0,1 
(0,0730] 5,0 1,79 0,43 
10,0 1.34 0,88 
17,0 0,77 1,45 
1,11 2.1 0,99 0,12 9,0 8,7 + 0,3 
0,0366] 5,0 0,76 0,35 | 
10,0 0,42 0,69 | 
15,0 0,17 0,94 | 
0,47 2,0 0,41 0,06 50 | 58 | -—08 
0,015] 5,0 0,32 0,15 | 
10,0 0,12 0,35 | 
15,0 0,04 0,43 

















Tabelle 31. 


Saccharase S,, (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, mit Fructose 























vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz von o-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K, = 0,035. 
- Drebungs- Relative Anfangs- 
(S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,33 Min.) y 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
8,10 2,0 7,86 0,24 140 | 138 | +0,2 
'0,1855] 5, 7,57 0,53 | 
10,0 7,10 1,00 
15,0 6,63 1,47 
5,72 2,0 5,55 0,17 12,5 12,5 + 0,0 
'0,1100] 5,0 5,25 0,47 
10,0 4,82 0,90 
15,0 4,48 1,29 | 
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cae 
Z,6 


[0,020] 





Zeit 
(Min.) 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
9,0 
10,0 
15,0 





Drehung 


Tabelle 32. 





Drehungs- | Relative Anfangs- 


abnahme 


(9) 


0,15 
0,40 
0,90 


1,29 


0,10 
6,34 
0,57 
0,83 


0,07 
0,25 
0,37 
0,49 


Tabelle 31 (Fortsetzung). 


geschw. (3,33 Min.) 








cef, 


10,5 


8,0 


6,0 


j 





ber. 


11,2 


8,5 





— 0.5 


+ 0,4 


Saccharase S,, (Pfiilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, mit «,9-Glucose 


vorbehandelt). 


Affinitiit ohne Zusatz. 


K, = 0,033. 











5,64 
[0,1855 


3,33 
[0,1095] 


2,13 
(0,0700] 


1,03 
(0,0338] 


0,44 
[0,018] 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 





Zeit 
(Min.) 


2.0 

5.0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2.0 
5,0 
10,0 
15,0 
2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 

5,0 
10,0 
15,0 





Drehung 





Drehungs- 


abnahme 


0,25 
0,60 
1,20 
1,81 


0,21 
0,58 
1,14 
1,67 


0,16 
0,36 
1,00 
1,42 


0,15 
0,39 
0,72 
1,00 


0,06 
0,17 
0,39 
0,51 


Relative Anfangs- 











geschw. (3,3 Min.) 


gef, 


16,5 


13,0 


10,0 


5,0 


CLXIII. 








ber. 


16.5 


10,0 


6,8 





+ 0,0 


+. 0.0 


— 0,2 


+ 0,0 


— 1,8 
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Tabelle 383. 


Saccharase Sy, (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, mit a, 6-Glucose 























vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K,= 0,033. 
“ : Drehungs- | Relative Anfangs- 
Zeit Drehun 8 ; 
[S] . 8 abnahme geschw. 3,3 Min.) A | 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
8,10 2,0 7,89 0,21 135 | 140 | +05 
(0,1855] 5,0 7,58 0,52 | 
10,0 7,01 1,09 | 
15,0 6,48 1,62 | 
5,15 2,0 5,56 0,19 12,5 12.8 + 0,3 
(0,1100) 5,0 5,20 0,55 | 
10,0 4,75 1,00 
15,0 4,29 1,46 
4,56 2,0 4,41 0,15 11,5 11,5 + 0,0 
(0,074 | 5,0 4,11 0,45 
10,0 3,66 0,90 
15,0 3,31 1,25 
3,37 2,0 3,25 0,12 8,0 8,8 + 0,8 
(0,037. 5,0 3,05 0,32 
10,0 2.73 0,64 
15,0 2,46 0,91 | 
2.78 2,0 2.68 0,10 6,0 5,8 — 0,2 
[0,018] 5,0 2,56 0,22 
10,0 2.42 0,36 
15,0 2,30 0,48 

















Tabelle 34. 
| Saccharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit ohne Zusatz. 
K,= 0,035. 











“ ane Drehungs- Relative Anfangs- 
Zeit Drehun ? . 
[8] 8 abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
5,50 2,0 5,17 0,33 22,2 | 21,9 + 0,1 
0,200] 5,0 4,75 0,75 : | 
10,0 3,84 1,66 | 
15,0 3,05 2,45 | 
3,29 2,0 3,00 0,29 20,0 | 20,0 + 0,0 
0,120] 5,0 2,50 0,79 | | 
10,0 1,76 1,53 | 
15,0 1,09 2,20 | 




















| 








Uber Gluco- und Fructosaccharase II. 


Tabelle 34 (Fortsetzung). 





ol 
— 








iS] 

(’) 

2,10 
(0,080! 


1,10 
0,040] 


0,55 
(0,020 ] 





Zeit 


(Min.) 
20 
5,0 

10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


Drehung 





Tabelle 35. 


Drehungs- 
abnahme 





Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 








gef ber. 

17,0 17,9 

14,0 | 13,7 
| 

11,0 9,4 





— 0,9 


Saccharase 7’ (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz von a«-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 


K,= 0,035. 








2,00 
[0,120] 


4,38 
0,080] 


3,28 
0,040] 


2,73 
0,020) 





Drehung 





Drehungs- 
abnahme 


(°) 


0,26 
0,67 
1,25 
1,88 


0,18 
0,55 
1,06 
1,54 


0,16 
0,40 
0,74 
0,98 


0,11 
0,18 
0,43 





0,55 





Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 


gef, ber. 

: 18,0 16,1 
14,5 14.5 
11,0 11,0 
7,5 7,5 


4* 





+ 0,0 


+ 0,0 


+ 0,0 
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Saccharase S, (Pfilzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, mit «,6-Glucose 




















vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von a«-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K,= 0,033. 
YP ; Drehungs- | Relative Anfangs- 
Zeit Drehun 8 ; 
[S] 8 abnahme geschw. 3,3 Min.) A 
() | (Min.) (°) (° gef. | ber, 
8,10 2,0 7,89 0,21 13,5 14,0 + 0,5 
(0,1855) 5,0 7,58 0,52 | 
10,0 7,01 1,09 | 
15,0 6,48 1,62 
: 0,75 2,0 5,56 0,19 12,5 12.8 + 0,3 
0,1 100} 3,0 5,20 0,55 
10,0 4,75 1,00 
15,0 4,29 1,46 
4,56 2,0 4,41 0,15 11,5 11,5 + 0,0 
[0,074 | 5,0 4,11 0,45 
10,0 3,66 0,90 
15,0 3,31 1,25 
3,37 2,0 8,25 0,12 8,0 8,8 + 0,8 
[0,037] 5,0 3,05 0,32 
10,0 2,73 0,64 
15,0 2.46 0,91 
2.78 2.0 2.68 0,10 6,0 5,8 — 0,2 
0,018] 5,0 2,56 0,22 
10,0 2,42 0,36 
15,0 2,30 0,48 














Tabelle 34. 





Saccharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Garungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit ohne Zusatz. 


K,= 0,035. 








. Zeit | Drehung heat 
[S] abnahme 
(°) (Min.) (°) (°) 
5,50 2,0 5,17 0,33 
(0,200] 5,0 4,75 0,75 
10,0 3.84 1,66 
15,0 3.05 2,45 
3,29 2,0 3,00 0,29 
0,120] 5,0 2,50 0,79 
10,0 1,76 1,53 
15,0 1,09 2,20 














geschw. (3,3 Min.) 


Relative Anfangs- 





| gef. 


22,2 


20,0 | 


ber. 


21,9 


20,0 
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it 4 
5] 
(°) 
2,10 
0,080] 


1,10 
0,040] 


0,55 
(0,020 | 





Zeit 
(Min.) 


20 

5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


Drehung 





Tabelle 35. 


Drehungs- 


abnahme 
(°) 


0,22 
0,64 
1,31 
1,80 


0,19 
0,53 
0,95 
1,15 
0,15 
0,41 
0,51 





0,62 


Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 








gef 


17,0 


14,0 


11,0 


ber. 


9,4 





Saccharase 7’ (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 


5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 


Affinitiit bei Zusatz von a-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 


K,= 0,035. 








[5] 
(”) 


2,90 
[0,120] 


4,38 
0,080} 


3,28 
0,040] 


2,73 
0,020] 








Drehung 





Drehungs- 
abnahme 


(°) 


0,26 
0,67 
1,25 
1,88 


0,18 
0,55 
1,06 
1,54 


0,16 
0,40 
0,74 
0,98 


0,11 
0,18 
0,43 





0,55 





Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 


gef, 


18,0 


11,0 


ber. 


16,1 


14,5 


11,0 


7,5 


4* 





+ 0,0 


+ 0,0 


+ 0,0 
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Tabelle 36. 
Saccharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von 6-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,180 m. 


K, = 0,060. 














a Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung| apnahme | geschw. (8,3 Min.) y 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
7,94 2,0 7,65 0,29 18,5 17,4 +0,9 
[0,200] 5,0 7,23 0,71 | 
10,0 6,56 1,38 
15,0 5,83 2,11 | 
5,65 2,0 5,45 0,20 15,0 | 15,0 +00 
[0,120] 5,0 5,10 0,55 | 
10,0 4,49 1,16 | 
15,0 4,00 1,65 | 
4,56 2,0 4,38 0,18 i209. | 128 —0,8 
[0,080] 5,0 4,06 0,50 | 
10,0 3,65 0,91 | 
15,0 3,21 1,35 
3,51 2,0 3,37 0,14 10.0 | 9,0 +1,0 
[0,040] 5,0 3,12 0,39 
10,0 2.88 0,63 
15,0 2,62 0,89 | 
2,96 2,0 2,90 0,06 70 | 5,6 +1,4 
[0,020] 5,0 2,70 0,26 | 
10,0 2.50 0,46 
15,0 2,41 0,55 

















Tabelle 37. 
Saccharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitit bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,196 m. 
K, = 0,060. 























oe a es. Drehungs- Relative Anfangs- 
'S] Zeit | Drehung] sp iahme | geschw. (3,3 Min.) | 4 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
1,31 2,0 1,04 0,27 11,5 11,5 +0,0 
[0,200] 5,0 0,67 0,64 ; 
10,0 | —0,01 1,32 
15,2 —0,69 2.00 
—0,96 20 | —1,19 0,23 15,5 15,2 | +0,3 
(0,120) 5,0 —1,57 0,61 
10,0 —2.16 1,20 
15,0 | —2,7 1,74 
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Tabelle 37 (Fortsetzung). 
; " | Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. ber. 
— 2,18 2,0 — 2,35 0,17 13,0 13,0 +0,0 
0,080] 5,0 — 2,69 0,51 
10,0 44 0,96 
15,0 — 3,54 1,36 
— 3,82 2,0 — 3,46 0,14 8,5 9,1 —0,6 
0,040] 5,0 — 3,64 0,32 
10,0 —3,94 0,62 
15,0 — 4,20 0,88 
—3,92 2,0 ~ 3,98 0,06 5,0 5,7 —0,7 
0,020} 5,0 —4,10 0,18 
10,0 —4,31 0,39 
15,0 — 4,38 0,46 








Tabelle 388. 











Saccharase 7’,, (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit Fructose vorbehandelt). 
Affinitit ohne Zusatz. 


K, = 0,036. 











a Drehungs- Relative Anfangs- 
[Ss] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(*) (Min.) (°) (°) gef. ber. 
5,93 2,0 5,47 0,46 31,5 32,0 — 0,5 
0,200] 5,0 4.77 1,16 
10,0 3,62 2,31 
15,0 2.64 3,29 
3,56 2,0 3,11 0,45 29,0 29,0 +0,0 
0,120] 5,0 2,43 1,13 
8,0 1,82 1,74 
15,0 0,66 2,90 
2,38 2,0 2.00 0,38 26,0 26,0 +0,0 
0,080] 5,0 1,35 1,00 
10,0 0,56 1,82 
15,0 ~ 0,02 2,40 
1,19 2,0 0,89 0,30 20,0 20,0 +0,0 
0,040] 5,0 0,46 0,73 
10,0 0,04 1,15 
15,0 —0,16 1,85 
0,59 2,0 0,38 0,21 14,0 | 13,6 + 0,4 
(0,020) 5,0 0,14 0,45 
10,0 — 0,01 0,60 
15,0 —0,17 0,76 




















j 
| 
‘ 
; 
' 
t 
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Tabelle 39. 


Saccharase 7, (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen ai 
5. XI. 1925, mit Fructose vorbehandelt). 


















































Affinitit bei Zusatz von a-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,178 1. 
K, = 0,038. 
o Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit | Drehung!] opnahme | geschw. (8,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, ber. 
7,69 2,0 7,32 0,37 25,0 | 253 +0,3 
[0,200] 5,0 6,72 0,97 | 
10,0 5,75 1,94 
15,0 4,27 2,92 | 
5,73 2,0 5,42 0,31 23,0 | 23,0 +00 
[0,120] 5,0 4,86 0,87 | 
10,0 4,07 1,66 
15,0 3,32 2,41 
4,58 2,0 4,28 0,30 20,5 20,5 +0,0 
[0,080] 5,0 3,81 0,77 
10,0 3,09 1,49 
15,0 2,59 1,99 
3,37 2,0 3,14 0,23 15,0 | 15,4 +0,4 
0,040] 5,0 2,85 0,52 
10,0 2,37 1,00 
15,0 2.14 1,23 
2,77 2,0 2,58 0,19 11,0 10,4 +06 
[0,020] 5,0 2,48 0,34 
10,0 2.28 0,49 
15,0 215 0,62 
Tabelle 40. 
Saccharase 7, (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit Fructose vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz von 6-Glucose. — Glucosekonzentration 0,176 m. 
Kk, = 0,060. 
a Drehungs- Relative Anfangs- | 
[S] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) a 
(°) (Min.) (°) ”) gef. | ber. 
8,14 2,0 7,81 0,33 23,0 23,1 wif 
[0,200] 5,0 7,29 0,85 
10,0 6,35 1,79 
15,0 5,55 2,59 | 
5,79 2,0 5,50 0,29 20,0 | 20,0 +0,0 
[0,120] 5,0 5,02 0,77 
10,0 4,25 1,54 
15,0 3,55 2,24 
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Tabelle 40 (Fortsetzung). 
= Drehungs- | Relative Anfangs- 
[3] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) 4 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
4,59 2; 4,37 0,22 17,5 17,1 +-0,4 
[0,080] 5,0 3,93 0,66 
10,0 3,38 1,21 
15,0 2,89 1,70 
3,53 2,0 3,35 0,18 12,5 12,0 +0,5 
[0,040] 5,0 3,03 0,50 
10,0 2,69 0,84 
15,0 2,35 1,18 
2,91 2,0 2,83 0,08 7,0 7,5 —0,5 
'0,020] 5,0 2,65 0,26 
10,0 2.48 0,43 








Tabelle 41. 














Saecharase 7’, (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit Fructose vorbehandelt). 











Affinitiit bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,200 m. 
Kk, = 0,060. 
ms . Drehungs- Relative Anfangs- 
[8] Zeit | Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
1,47 2,0 1,01 0,46 25,0 24,8 +0,2 
[0,200] 5,0 0,49 0,98 
10,0 | —0,43 1,80 
15,0 | —1,21 2,68 
—0,90 2,0 | —1,29 0,39 21,5 21,5 +0,0 
[0,120] 5,0 | —1,72 0,82 
10,0 | —2,53 0,63 
15,0 | —3,13 2,23 
— 2,08 2,0 | —2,39 0,31 19,5 18,4 1,1 
0,080] 5,0 | —2,80 0,72 
10,0 | —3,46 1,38 
15,0 | —8,87 1,79 | 
— 3,27 2,0 | —8,45 0,18 14,0 | 13,0 +1,0 
[0,040] 5,0 | —3,66 0,39 | 
10,0 | —4,06 0,79 | 
15,0 | —4,26 0,99 
— 3,87 2,0 | —3,96 0,09 8,0 8,1 +0,1 
[0,020] 5,0 — 4,15 0,28 
10,0 | —4,30 0,48 
15,0 | —4,45 0,58 























a6 
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Tabelle 42. 





Saccharase 7g (Hefe M vom Institut fir Giarungsgewerbe, bezogen am 
5, XI. 1925, mit «, 8-Glucose vorbehandelt). 
Affinitit ohne Zusatz. 











K, = 0,040. 
a am one Drehungs- Relative Anfangs- - 
[ S] eit renuns | abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(9) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
5,94 2,0 5,61 0,33 23,5 22.8 +0,7 
[0,200] 5,0 5,04 0,90 
10,0 4,22 1,72 
15,0 3,43 2.51 
3,48 2,0 3,18 0,30 20,0 | 20,5 —0,5 
[0,120] 5,0 2,71 0,77 | | 
10,0 1,99 1,49 
15,0 1,22 2,26 
2,30 2,0 2,07 0,23 17,5 | 18,2 on 
[0,080] 5,0 1,62 0,68 
10,0 0,96 1,34 
15,0 0,44 1,86 
1,19 2,0 9,94 0,25 14,5 13,7 —0,8 ) 
[0,040] 5,0 0,66 0,53 
10,0 0,16 1,03 | 
15,0 | —0,04 1,25 | 
0,59 2.0 0,42 0,17 9,5 9,1 +0,4 
[0,020] 5,0 0,24 0,35 
10,0 0,04 0,55 
15,0 | —0,08 0,67 











Tabelle 43. 


Saccharase 7), (Hefe M vom Institut fiir Gérungsgewerbe, bezogen am 




















5. XI. 1925, mit «, 6-Glucose vorbehandelt). 




















Affinitiit bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,175 m. 
K, = 0,040. 
a Drehungs- Relative Anfangs- 
(9) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
8,09 2,0 7,82 0,27 19,0 18,2 +0,8 
[0,200] 5,0 7,34 0,75 
10,0 6,66 1,43 
15,0 5,99 2,10 
5,69 2,0 5,46 0,23 16,5 16,5 +0,0 
0,120] 5,0 5,09 0,60 
10,0 4,41 1,28 
15,0 3,84 1,85 
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Tabelle 43 (Fortsetzung). 
ee 7 , ..| Relative Anfangs- 
vel Zeit Drehung Drehungs } an 
[S] abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (9) (°) gef. ber. 
4,49 2,0 4,29 0,20 14,0 | 14,7 —0,7 
[0,080] 5,0 3,92 0,57 
10,0 3,41 1,08 
15,0 2,94 1,55 | 
3,36 | 2,0 3,19 0,17 12,0 | 11,0 +1.0 
(0,040) 5,0 2,89 0,47 | 
10,0 2,54 0,82 
15,0 2.33 1,03 | 
2,77 2,0 2.65 0,12 80 | 1,8 +0,7 
[0,020] 5,0 2.45 0,32 | 
10,0 2,29 0,48 
15,0 £11 0,60 








Tabelle 44. 











Saccharase 7(, (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit a, -Glucose vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von §-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,183 m. 


K, — 0,070. 














3,49 
[0,040] 


2,90 
[0,020 } 








Drehung 
(" 


7,91 
7,52 
6,77 
6,19 
5,59 
5,21 
4,59 
4,14 
4,52 
4,26 
3,74 
3,35 


3,33 
3,19 
2,87 
2,57 
2.81 
2,65 
2.56 


2.41 





Drehungs- 
abnahme 


\ 


\) 


0,25 
0,64 
1,39 
1,97 


0,18 
0,56 
1,18 
1,63 
0,17 
0,43 
0,95 
1.84 


0,16 
0,30 
0,62 
0,92 
0.09 
0,25 
0,34 
0,49 





Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 





gef. | ber. 
18,0 | “18,0 
15,5 15,5 
12,5 | 13,0 
8,0 9,1 
6,0 9.5 





+ U,0 


— 0.5 


—1,1 


+ 0,9 





' 
f 
: 
' 
: 
i 
Ul 
‘ 
' 
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Tabelle 45. 


Saccharase 7, (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, mit «,f-Glucose vorbehandelt). 
Affinitét bei Fructosezusatz. — Fructosekonzentration: 0,196 m. 


K, = 0,070. 





























“ ae Drehungs- | Relative Anfangs- 
Zeit | Dreh ; 
[S] se 8 1 abnahme | geschw. (3,3 Min.) i 
[°) (Min.) (°) i gef. ber. 
1,44 2,0 1,17 0,27 18,0 17,3 + 0,7 
[0,200] 5,0 0,78 0,66 
10,0 0,16 1,28 
15,0 — 0,49 1,93 
— 0,089 2,0 — 1,09 0,20 15,0 14,8 + 0,2 
[0,120] 5,0 — 1,43 0,54 } 
10,0 — 2,05 1,16 
15,0 — 2,53 1,64 
— 2,04 2,0 — 2,22 0,18 12,5 12,5 + 0,0 
[0,080] 5,0 — 2.56 0,52 
10,0 — 2,99 0,95 
15,0 — 3,42 1,38 
— 3,21 2,0 — 3,34 0,13 9,5 8,6 + 0,9 
0,040) 5,0 — 3,50 0,29 
10,0 — 3,87 0,66 
15,0 — 4,06 0,85 
— 3,80 2,0 — 3,83 0,08 5,0 5,2 — 0,2 
[0,020] 5,0 — 3,96 0,16 
10,0 — 4,09 0,29 
15,0 — 4,31 0,51 
} Tabelle 46. 


| Saccharase U (Priiparat aus Léwenbriiuhefe vom Zeitwert 0,30). 
Affinitiit ohne Zusatz. 
K,= 0,030. 




















» : Relative Anfangs- 
: Zeit | Drehung Drehunge hd 
[S] abnahme | geschw. (3,3 Min.) dd 
(°) (Min.) (°) (* gef. ber. 
5,90 2,0 5,46 0,44 22,0 | 22,1 — 0,1 
[0,200] 5,0 4,80 1,10 | 
10,0 3,74 2,16 eb 
15,0 2,79 3,11 | 
3,54 2,0 3,11 0,48 21,0 | 20,4 + 0,6 
(0,120] 5,0 2,45 1,09 | 
10,0 1,51 2.03 | 
15,0 0,71 2,83 
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Tabelle 46 (Fortsetzung). 

















. ; Drehungs- Relative Anfangs- 
Zeit | Drehun ’ 
(S] 5] abnahme | geschw. (3,3 Min.) | 4 
(°) (Min.) (°) (°) gef. | ber. 
2,36 2,0 1,97 0,39 18,5 18,5 + 0,0 
[0,080] 5,0 1,40 0,96 | 
10,0 0,59 pe 
15,0 0,03 2,38 | 
1,18 2,0 0,87 0,31 15,0 | 14,5 + 0,5 
(0,040 | 5,0 0,45 0,73 | 
10,0 0,038 1,15 
15,0 — 0,19 1,37 | 
0,59 2,0 0,37 0,22 10,0 | 10,2 — 0,2 
[0,020] 6,0 0,08 0,51 
12,0 — 0,09 0,68 

















Tabelle 47. 
Saccharase U (Priparat aus Loéwenbriiuhefe vom Zeitwert 0,30). 
Affinitiit bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,190 m. 
Kk,.= 0,030. 




















ha - - Drehungs- Relative Anfangs- 
Zeit Drehung : h 3.3 Mi 
[S] abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. ber. 
8,20 2,0 7,83 0,37 18,5 19,0 — 0,5 
[0,200] 5,3 7,20 1,00 
10,0 6,34 1,86 
15,0 5,55 2.65 
5,84 2,0 5,46 0,38 17,5 17,5 + 0,0 
(0,120) 5,0 4,90 0,94 
10,0 4,14 1,70 
15,0 3,48 2,36 
4,66 2,0 4,31 0,35 16,5 | 15,9 + 0.6 
0,080] 5,0 3,85 0,81 
10,0 3,19 1,47 
15,0 2.71 1,95 
3,48 2,0 3,22 0,26 12.5 12,5 +- 0,0 
[0,040] 5,0 2,88 0,60 
10,0 2.45 1,03 
15,0 2,24 1,24 
2,89 2,0 2,65 0,24 8,5 8,7 — 0,2 
1 5,0 2,48 0,41 | 
10,0 2,27 0,62 
15,0 2.15 0,74 


























Saccharase U (Priparat aus Léwenbriuhefe vom Zeitwert 0,30). 
Affinitiit bei Zusatz von §-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,195 m. 


K, = 0,078. 
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Tabelle 48. 














3,01 
[0,020] 








Zeit | Drehung 
(Min.) (°) 
2,0 8,03 
5,0 7,62 
10,0 7,02 
15,0 6,40 
2,0 5,00 
10,0 4,65 
15,0 4,18 
2,0 4,56 
5,0 4,29 
10,0 3,86 
15,0 3,60 
2,0 3,43 
5,0 3,26 
10,0 3.00 
15,0 2.88 
2,0 2,94 
5,0 2,78 
10,0 2.64 








Drehungs- 
abnahme 


Relative Anfangs- | 


geschw. (3,3 Min.) 








Tabelle 49. 


Saccharase U (Priiparat aus Loéwenbrauhefe vom Zeitwert 0,30). 
Affinitit bei Zusatz yon Fructose. — Fructosekonzentration: 0,193 m. 


K, = 0,063. 








gef. | gef. 
16,5 16,0 
13,5 13,5 
11,0 11,2 
7,5 7,6 
5,5 4.5 





01 








+ 1.0 








Zeit 
(Min.) 


25 

5,0 
10,0 
15,0 


2,0 

5,0 
10,0 
15,0 


Drehung 








Drehungs- 
abnahme 


Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 








gef. | ber. 
16,5 | 16,3 
14,0 13,7 





+ 0,2 


+ 0,3 
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Tabelle 49 (Fortsetzung). 





a 
(S] 

(*) 
— 210° 
[0,080] 


— 3,28 
(0,040) 


— 3,85 
[0,020] 





Zeit 


(Min.) 


2,0 
2,0 
10,0 
15,0 


5,0 
10,0 
15.0 

2,0 

5,0 
10,0 


15,0 





Drehung 





Drehungs- 
abnahme 





Tabelle 50. 


Saccharase V (Priiparat aus Liwenbriuhefe vom 
Affinitit ohne Zusatz. 


K, = 0,025. 














Zeit 
(Min.) 
2.0 
5,0 


10,0 
15,0 





Drehung 


Drehungs- 





abnahme 








61 
Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) of 
gef. ber. 
12,0 12,0 4+ 0,0 
| 
80 | 8, — 0,3 
| 
| 
40 | 5,1 42 
| 
Zeitwert 0,22). 
Relative Anfangs- 
geschw. (2 Min.) A 
gef. | ber. 
20,0 | 20,2 — 0,2 
19.0 ; 18,8 +. 0,2 
17,0 17,2 — 0,2 
14,0 140 | +00 
10,5 10,1 | + 0,4 








f 
' 
; 
1 
; 
' 
' 
; 
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Tabelle 51. 





Saccharase V (Praparat aus Loéwenbriiuhefe vom Zeitwert 0,22). 
Affinitét bei Zusatz von «-Glucose. — Glucosekonzentration: 0,190 m. 


K,= 0,025. 











3,48 
0,040] 


2,89 
(0,020 | 








Zeit 
(Min.) 


2,0 

5,0 
10,0 
15,0 


2.0 

5,0 
10,0 
15,0 


2,0 
5,0 
10,0 
15,0 


” 


3,0 
10,0 
15,0 

2,0 

5,0 
10,0 
15,0 





Drehung 
(") 
7,87 
7,42 
6,55 
5,80 
5,56 
5,10 
4,33 
3,73 


4,38 
3,96 
8,35 


2,92 


9 07 
O,e0 


2,88 
2,58 
2,31 
2,74 
2,55 
2,34 


9.99 


Sb Gel od 





Drehungs- 


abnahme 


(") 
0,33 
0,78 
1,65 
2,40 


0,28 
0,74 
1,51 
211 
0,28 
0,70 
1,31 
1,74 


0,23 
0,60 
0,90 
1,17 
0,15 
0,84 
0,55 
0,67 





Relative Anfangs-_ 
geschw. (2 Min.) 











gef. 


16,5 


15,0 


14,0 


11,5 


14,0 


4. Versuche mit anderen Zuckerarten. 


ber. 





= 2 


j- 


0,0 


0,2 


0,2 


Die Hemmung durch frisch geléste und durch Gleich- 
gewichts-l-Arabinose haben H. v. Euler und K, Josephson!) 
verglichen und erstere geringer gefunden. 
léste Pentose nach C. 8S. Hudson?) als #-Form anzusprechen 
ist (sie dreht zwar stirker rechts, gehért aber der 1-Reihe an), 





') Diese Zs. Bd. 132, und zwar S. 316ff. (1924). 
*) H. Pringsheim, Zuckerchemie, Leipzig 1925, und zwar 
S. 152 ff. 


Da die frisch ge- 
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schien hier die Affinitat der Saccharase zum f#-Zucker ge- 
ringer zu sein, als zum e@-Zucker, also abweichend!) von den 
fir a- und #-d-Glucose und fiir e- und #-d-Galaktose gefun- 
denen Verhiltnissen. Es ist aber nur das Hemmungs- 
vermogen, fiir das wir die Angaben von H. v. Euler und 
Kk. Josephson bestitigt fanden. Beide Formen der 1-Ara- 
binose wirken nur teilweise durch Affinitiit. Bestimmt man 
die Dissoziationskonstanten der Saccharase—Saccharose- 
verbindung einmal bei Gegenwart von £-l-Arabinose, ein 
andermal in Gegenwart der «,8-Pentose, so ergibt sich, dab 
das Enzym zur #-Form etwas gréfBere Affinitit besitzt (A, mit 
3-Arabinose = 0,050, mit «,-Arabinose = 0,040), die Reihen- 
folge somit die nimliche wie bei d-Glucose und d-Galaktose 
ist. Die gesamte Wirkung der e@-l-Arabinose beruht, soweit 
sich dies aus dem Vergleich von f#- und a@,f-Form extrapo- 
lieren laBt, auf Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit der 
Knzym—Rohrzuckerverbindung. Die #-l-Arabinose dagegen 
zeigt starke Affinitit zur Saccharase 7. Dasselbe ergibt sich 
nach Tab. 53 fiir 9-d-Galaktose. c-Galaktose hemmt schwicher, 
aber auch durch Affinitit (Gegensatz zur «-Glucose). 


Affinitatsinderung durch die stereoisomeren Formen 
von d-Galaktose und 1-Arabinose. 





K, K, kK, Kk, K, 
a Dabelle ohne {mit 0,2 m} mit C,2 mj|mit 0,2 m]{mit 0,2 m 
Zusatz nl a, B- a, P- (- 
Nr. Galaktose| Galaktose|Arabinose] Arabinose 
4 34 
Hefe M 59-55 | 9:089 0,050 0,085 0,040 0,050 
nicht vorbeh. 7“ 
S Pfilzer Hefe 26 
vom 5. XI. 1925, 56 0,033 0,070 
nicht vorbeh. " 




















1) O. Svanberg und K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 57, 8S. 297 
(1923) haben bei der Erérterung dieses Ergebnisses a- und #-l-Arabinose 
umgekehrt bezeichnet und demgemif8 die Abweichung nicht bemerkt. 


| 
| 
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Tabelle 52. 





Saccharase 7’ (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
, 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von «-Galaktose. — Galaktosekonzentration: 0,193 m. 


; a = 0,050. 








ot 
(S} 
(°) 


9,57 
[0,200] 


7,24 
[0,120] 


6,07 
[0,080] 


4,91 
[0,040] 


4,33 
0,020] 











Drehung 





Tabelle 53. 


Drehungs- 
abnahme 





Relative Anfangs- | 
geschw. (3,3 Min.) 


gef, 


4,5 


14,9 


9,4 


6,0 





— 90,4 


+ 0,1 


+-0,0 


— 0,9 


Saccharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 


5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 


Affinitit bei Zusatz von «, 6-Galaktose. — Galaktosekonzentration: 0,193 m. 
K, = 0,085. 











Zeit 


(Min.) 





2,0 
5,0 
10,0 
15,3 


2.0 

5,3 
10,0 
15,0 





| Drehungs- | Relative Anfangs- 
geschw. (3,3 Min.) 

















Drehung abnahme 

0 (°) gef,. 
9,3 0,23 13,5 
9,06 0,51 
8,60 0,97 
8,08 1,49 
7,08 0,16 11,0 
6,82 0,42 
6,42 0,82 
6,08 1,16 


13,0 


10,8 





| ; ber. 7 
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65 
Tabelle 53 (Fortsetzung). 
= i Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) ef. | ber. 
6,07 2,0 5,91 0,16 9,0 9,0 +0,0 
[0,080] 5,0 5,72 0,35 
10,0 5,45 0,62 
15,0 5,20 0,87 
4.91 2,0 4,94 0,07 5,5 5,9 —0,4 
[0,040] 5,0 4,73 0,18 
10,0 4,55 0,36 
15,0 4,35 0,56 
4,33 2,0 4,27 0,06 3,5 3.5 +0,0 
[0,020] 5,0 4,21 0,12 
10,0 4,10 0,23 
15,0 4,05 0,28 




















Tabelle 54. 
Saccharase 7’ (Hefe M vom Inatitut fiir Girungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt.) 
Affinitét bei Zusatz von 5-Arabinose. — Arabinosekonzentration: 0,200 m. 
K, = 0,050. 








x“ Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (*) (°) gef. | ber. 
10,80] 2,0 10,51 0,29 19,0 | 19,3 —0,3 
(0,200) 5,0 10,09 0,71 
10,0 Q41 13 
15,0 8,36 1,94 
8.47 20 8,20 0,27 ma | we +0,0 
[0,120] 5,0 7,80 0,67 | 
10,0 7,30 1,17 
7,30 2.0 7,08 0,22 14,0 | 14.8 —0,8 
[0,080] 5,0 6,76 0,54 | 
10,0 6,24 1,06 | 
16,0 5,82 1,48 | 
6,14 2,0 5,95 0,19 11,0 | 10,7 +0,3 
0,040] 5,0 5,74 0,40 
10,2 5,40 0,74 
15,0 5,24 0,90 | 
5,56 2.0 5,47 0,09 65 | 6,9 welll 
[0,020] 5,0 5,33 0,23 | 
10,0 5,14 0,42 | 
15,0 5,04 0,52 
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Tabelle 55. 


Saecharase 7 (Hefe M vom Institut fiir Giirungsgewerbe, bezogen am 
5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitit bei Zusatz von a, 8-Arabinose. — Arabinosekonzentration: 0,200 m, 
K, = 0.040. 





























- Drehungs- Relative Anfangs- 
[SJ Zeit Drehung abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (%) (°) gef. | ber. 
10,80 2,0 10,55 0,25 16,5 | 16,3 +0,2 
[0,200] 5,0 10,15 0,65 | 
10,0 9.54 1,26 | 
15,0 &,88 1,92 | 
8,47 2,0 8,24 0,23 15,0 | 14,6 4-04 
[0,120] 5,0 7,93 0,54 | 
10,0 7,34 1,13 | 
15,0 6,89 1,58 
7,30 2,0 7,10 0,20 130 1380 +00 
[0,080 | 5,0 6.80 0,50 | 
10,0 6,33 0,92 
15,0 6,07 1,23 
6,14 2.0 5,98 0,16 10,0 | 98 +0,2 
[0,040] 5,0 5,82 0,32 | 
10,0 5.55 0,59 
5,56 2,0 5,41 0,15 6,5 6,5 40,0 
[0,020] 5,0 5,32 0,24 
10,0 5,16 0,40 
15,0 5,05 0,51 
} , 
Tabelle 56. 


Saccharase S (Pfalzer Oberhefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 
Affinitiit bei Zusatz von a-Galaktose. —. Galaktosekonzentration: 0,193 m. 


K, = 0,070. 














= _. Drehungs- Relative Anfangs- 
[S] nme nee abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef, | ber. 
9,57 2,0 9,10 0,47 31,0 | 31,2 —0,2 
0,200] 5,0 8,42 1,15 | 
10,0 7,26 2,31 
15,0 6,31 3,26 
7,24 2,2 6,83 0,41 27,5 26,6 +0,9 
[0,120] 5,0 6,23 1,01 
10,0 5,31 1,93 
15,0 4,62 2.62 
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Tabelle 56 (Fortsetzung). 
‘i vn Drehungs- | Relative Anfangs- 
[S] = ssieiiaes abnahme | geschw. (3,3 Min.) A 
(°) (Min.) (°) (°) gef. ber. 
6,07 2,0 5,72 0,35 22.5 22,5 +0,0 
[0,080] 5,0 5,20 0,87 
10,0 4.50 1,57 
15,0 4,03 2.04 
4.91 2,0 4,68 0,23 16,5 | 15,4 +0,1 
[0,040] 5,0 4,38 0,53 
10,0 3,99 0,92 
15,0 3.79 1,12 
4,33 2.0 4,21 0,12 80 | 98 ~52 
0,020] 5,0 4,03 0,30 
10,0 3,84 0,49 
15,0 3,42 0,61 








Tabelle 57. 








Trehalose hemmt nicht durch A ffinitiit. 
Saecharase 72? (LOwenbriuhefe vom 27. X. 1925, nicht vorbehandelt). 








Zucker 


0.1146 m-Rohrzuecker 


0,1146 m-Rohrzucker + 


0,1804 m-Trehalose 


0.0382 m-Rohrzucker 


0,0382 m-Rohrzucker + 


0,1804 m-Trehalose 





Zeit 


(Min.) 


0,0 
2.0 
5,0 
10,0 
18,0 


0,0 
3,0 
6,0 

10,5 

15,0 


0,0 
2,0 
2.0 
10,0 
15,0 


0,0 
2,0 
5,0 
10,0 








15,3 


Dreh- | Drehungs- | Relative 
Anfangs- 
ung abnahme Nl: 
geschwin- 
(°) (°) digkeit 
3.48 “ 26 
3.05] 0,48 
2,54 0,94 
15 (1,77 
0,64 2.84 
19,65 _ 20 
19,19] 0,46 
18,75} 0,90 
18,13] 1,52 
17,514 2,14 
1,16 i 17,5 
0,88 0,28 
0,54] 0,62 
0,09 1,07 
— 0,13] 1,29 
17,35 _ 13,5 
17,22} 0,13 
16,901 0,45 
16,47] 0,88 
16,25] 1,10 











Hem- 
mungs- 
koef- 


fizient 


0,23 


0,28 
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Nach der Zwei-Affinititstheorie H. v. EKulers sollte die 
Affinitat der Saccharase zu Trehalose niherungsweise dem 
Quadrat der Affinitétskonstanten zur e«-Glucose gleich sein, 
Wir finden (Tab. 57), daB Trehalose zwar hemmt, aber un- 
abhingig von der Konzentration des Rohrzuckers. Die Er- 
scheinung beruht ebensowenig wie die Hemmung durch @-Glu- 
cose auf Affinitit. 


5. p,,-Abhangigkeit verschiedener Hemmungen. 


Wir verdanken H. v. Euler und K. Josephson?) die Fest- 
stellung, daB die Hemmung durch «,-Glucose beim p,,-Optimum 
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Fig. 1. Py Abhangigkeit verschiedener Hemmungen. Saccharase U. 

der Saccharasewirkung ebenfalls ein Maximum besitzt. Unsere 
Versuche, zu denen «-Glucose und f-Glucose einzeln dienten, 
ergeben, daB nur die auf Affinitaét beruhende Wirkung der 
f-Glucose die angefiihrte p,-Abhingigkeit zeigt, die Hemmung 
durch «-Glucose aber nur wenig von der Aciditit abhingt. 
Zwischen der Aktivitits-p,-Kurve der Saccharase und der von 
H. vy. Euler und K. Josephson gefundenen ,,Affinitiits-p,,-Kurve 
fiir das System Glucose—Saccharase‘ kénnen wir keinen ein- 
fachen Zusammenhang erblicken, da letztere ganz iiberwiegend 
durch die im Gleichgewichtsgemisch vorhandene /-Glucose be- 
dingt wird, die Glucose im Rohrzucker aber «-Konfiguration hat. 


1) Diese Zs. Bd. 155, S. 1 (1926). 

















if 











py Abhingigkeit nahe. 
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Glycerin, das mit @-Glucose den Wirkungsmechanismus 
der Hemmung teilt, steht der g-Glucose auch hinsichtlich der 
Man erkennt aus Fig. 1, wie mut 
sinkender Aciditit die Hemmung durch Glycerin mehr und 
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p, -Abhangigkeit verschiedener Hemmungen. 


Saccharase U (Priiparat aus Léwenbriiuhefe vom Zeitwert 0,30). 


0,2 m-Rohrzucker. 





PH 


) 9 


fd 9 be 


bo 
bo 


a 
bo 


Zusatz 


0,2 m-a-Glucose 


0,2 m-3-Glucose 





Zeit 
(Min.) 


0,0 
16,0 
23,0 


0,0 
8.0 
15,0 
23,0 


0,0 
8,2 
16,0 


22.0 





Drehung 
(°) 


6,08 
3,02 
1,98 


8,28 
7,07 
6,08 
5,03 


-~1 QM 
ej] =] Ul 


co 








Do 
9 
»i 
4 


qn 


6 


e 


Drehungs- 
abnahme 


Hemmung 
mm 
10,0 

6,5 





20 ee eeaatintennr ee 
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p, -Abhangigkeit verschiedener Hemmungen (Fortsetzung). 





Pu 


4,6 


4,6 


4,6 


4,6 


6,2 


9 
6,2 








Zusatz 


0,2 m-o«-Galaktose 


0,435 m-Glycerin 


0,2 m-«-Glueose 


0,2 m-3-Glueose 


0.2 m-a-Galaktose 


0,435 m-Glycerin 


0,2 m-a-Glucose 


0,2 m-5-Glueose 





Zeit 
(Min.) 


0,0 
8,0 
15,0 
20,5 


0,0 

8,0 
15,0 
23,0 





Drehung 
0) 


tO 2a 1 DO 
to Ie 


~~ ~ 





Drehungs- 
abnahme 


(°) 





Hemmung 


mm 


15,0 


10,5 


9,0 


13,5 


10,0 


6,5 
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p,,-Abhangigkeit verschiedener Hemmungen (Fortsetzung). 





Pu 


6,2 


~l1 


DO 





Zusatz 


0,435 m-Glycerin 


0,2 m-a-Glucose 
0,2 m-6-Glucose 
0,2 m-«-Galaktose 


0,435 m-Glycerin 


Zeit 
(Min.) 


0,0 
6,5 
10,0 
16,0 


0,0 
8,0 
15,0 
25,0 


0,0 

8,0 
15,0 
25,0 


0,0 
8,0 
150 
24,0 


0,0 
8,0 
15,0 


25,0 


0,0 
8,0 
15,0 


25,0 








Drehung 


0,2 m-Rohrzueker. 





Drehungs- 
abnahme 
(°) 


0,88 
1,20 
1,81 


0,65 
1,28 
2,09 


0,86 
1,45 
2.17 


0,48 
0,91 
1,46 


0,66 
1,13 
1,74 


Hemmung 


Inm 


12, 


oe) 


18,5 





p, -Abhangigkeit von /-Glucose- und c-Galaktosehemmung. 


Saccharase S (Pfilzer Hefe vom 5. XI. 1925, nicht vorbehandelt). 














Zusatz 


0,2 m-6-Glucose 


Zeit 
(Min.) 
0,0 
8,0 
15,0 
25,0 


0,0 
5,0 
11,0 
18,0 








Drehung 


(°) 





Drehungs- 
abnahme 


(*) 


Hemmung 


mm 


6,0 
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Pp, Abhangigkeit von (-Glucose und «-Galaktosehemmung 
(Fortsetzung). 

sh Drehungs- 
ae re Zeit {| Drehung abnahme }uemmung 
(Min.) (°) (°) mm 
2,7 0,2 m-a-Galaktose 0,0 9,48 -— 7,5 
8,0 1,76 1,72 
15,0 6,53 2.95 
20,0 5,85 3.63 
4,6 prer 0,0 5,73 = 
5,0 4,18 1,55 
10,2 2.72 3,01 
15,0 1,55 4,18 
4,6 0,2 m-5-Glucose 0,0 8,10 — 1,5 
5,0 6,95 1,15 
10,0 5,77 2.33 
15,0 4,78 8,32 
4,6 0,2 m-a-Galaktose 0,0 9,48 _ 1,5 
2.0 9.05 0,43 
10,0 7,27 221 
15,2 6,35 3,13 
6,5 — 0,0 5,73 — 
5,0 4,65 1,08 
10,0 3,67 2,06 
14,0 2,85 2,88 
6,5 0,2 m-5-Glueose 0,0 8,10 — 45 
5,0 7,21 0,89 
10,0 6,33 1,87 
15,0 5,45 2,65 
6,5 0,2 m-a-Galaktose 0,0 9,48 — 7,5 
5,0 8.67 0,81 
10,0 7,89 1,69 
15,0 7,20 2,28 
1,2 — 0,0 5,73 on 
7,0 4,93 0,90 
15,0 3,93 1,80 
25,0 2,84 2,89 
1,2 0,2 m-$-Glucose 0,0 8,10 — 2,5 
8,0 7,21 0,89 
15,0 6,49 1,61 
21,0 5,81 2.29 
7,2 0,2 m-a-Galaktose 0,0 9.48 — 7,5 
6,0 8,95 0,53 
13,0 8,28 1,20 
7,64 - 1,84 
































Biochemie der Brandkrankheiten der Getreidearten. 


J. Mitteilung. 
Die Kupferadsorption der Weizensteinbrandsporen (Tilletia 
Tritici {Bjerk.]) aus Kupferverbindungen.’) 
Von 


J. Bodnar, [réne Villanyi und Alexander Terényi. 





(Aus dem kgl. ung. pflanzenbilochemischen Institut Budapest, 
aus dem medizinisch-chomischen Institut der Universitat Debrecen 
und aus dem chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1926.) 


Einleitung und theoretischer Teil. 


Die die Brandkrankheiten der Getreidearten hervor- 
rufenden Pilze sind unter dem Namen Brandpilze_ bekannt. 
Diese Benennung kann darauf zuriickgefiihrt werden, daB diese 
Pilze in gewissen Teilen der befallenen Pflanzen ihre dunkel- 
braunen Sporen in solcher Menge produzieren, da8 diese Teile 
der Pflanzen wie verbrannt aussehen. Unter den Brand- 
krankheiten der Getreidearten ist der Stein- oder Stinkbrand 
des Weizens sehr verbreitet, welcher groBen Schaden verur- 
sachen kann, wenn wir die Bekiimpfung verabsiiumen. 

Diese Krankheit ist bei der befallenen Pflanze nur nach Entwick- 
lung der Sporen des Pilzes in den Ahren wahrnehmbar. Die befallenen 
Ahren haben vor der Reife eine blaugriine Farbung und sind gewéhnlich 
kiirzer (beim Dickkopfweizen linger) als die gesunden Ahren. Die in den 
reifen kranken Ahren befindlichen Kérner haben eine gelblichgraue 
Fiirbung, sie sind kleiner als die gesunden Korner, leicht zerdriickbar 
und statt Mehl enthalten sie die nach Heringslake riechenden Sporen 





1) Die in dieser Mitteilung beschriebenen Untersuchungen wurden 
gréBtenteils noch im Jahre 1922/23 durchgefiihrt. 
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des Steinbrandes, welche das Korn ganz ausfiillen. Ein solches bran- 
diges Korn enthalt ungefiihr 4 Millionen Sporen. Die Sporen des Stein- 
brandes sind unter dem Mikroskop kugelige Gebilde von 16—20 u 
Durchmesser, mit netzartiger (Tilletia Tritici) oder glatter (Tilletia laevis) 
Oberfliche. 


Die brandigen Kérner (Brandbutten) verstéiuben sich beim Dreschen, 
die herausfallenden Sporen haften sich an die gesunden Korner und 
besonders die Biarte der.Weizenkérner sind von den vielen Sporen ganz 
dunkelfarbig. Wenn ein solches brandiges Weizenkorn in den Boden 
kommt, keimen mit dem Korn auch die Sporen aus, und infizieren auf 
folgende Weise die junge Keimpflanze: Aus den keimenden Sporen 
bricht ein farbloser Keimschlauch hervor, an dessen Ende sich kranz- 
formig angeordnete Gebilde (Kranzkérper) entwickeln, welche paarweise 
in charakteristischer H-Form miteinander in Verbindung treten kénnen. 
Nachher keimen die sich von dem Keimschlauch lostrennende Kranz- 
kérper (primire Konidien) aus, treiben verzweigte Fiiden und daran 
entwickeln sich die sekundiren sichelférmigen Konidien, welche sich 
lostrennend auch mit einem Faden auskeimen kénnen. Der aus einem 
Kranzkérper oder aus einer sichelf6rmigen Konidie hervorbrechende 
Faden (Mycel) ist imstande, in den keimenden Weizen in der Nihe des 
Wurzelknotens einzudringen, erreicht den Vegetationspunkt, entwickelt 
sich mit der Pflanze weiter und beeinfluBt kaum die Entwicklung der- 
selben. Die iilteren Teile des Mycels verschwinden allmiahlich mit der 
Entwicklung der Pflanze, endlich erreicht das Mycel die Ahrenanlage, 
wo es sich stark verzweigt, gelangt in die Bliitenanlage, verwendet die 
Nihrsubstanzen des Korns, biidet seine Sporen aus und es entstchen 
die schon bekannt gegebenen, mit Brandsporen erfillten Korner. 

Das Zustandekommen der Steinbrandinfektion zeigt unwillkiirlich 
den Weg des Bekiinpfungsverfahrens dar, welches praktisch angewendet 
und als die Beizung des Saatgutes benannt wird. Bei der Beizung 
wird das Saatgut mit wiBriger Lésung solcher Mittel behandelt (Nab- 
beize), welche die an den Getreidekérnern haftenden Brandsporen ver- 
nichten, ohne dab sie auf die Keimung des Saatgutes schiidlich ein- 
wirken. Diese Mittel spielen in der Landwirtschaft eine sehr wichtige 
Rolle und werden Beizmittel genannt. Das seit lingster Zeit be- 
kannte Beizmittel ist das Kupfervitriol, nachher wurde auch das Form- 
aldehyd angewendet und in jiingster Zeit sind solche Beizmittel sehr 
verbreitet, welche Quecksilber gewéhnlich in Form von organischen 
Verbindungen enthalten. (Solche quecksilberhaltige Beizmittel sind z. B. 
Uspulun, Germisan, Higosan, Tillantin, Agfa.) 


Aus dem Mitgeteilten folgt, daB in der Biochemie 
der Brandkrankheiten der Getreidearten solche 
wissenschaftliche Untersuchungen von einer ganz be- 
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sonderen Wichtigkeit sind, welche den Zweck haben, 
die Wirkung der Kupfer- und Quecksilberverbindungen 
bzw. der Beizmittel auf die Steinbrandsporen auf 
breiter Grundlage zu studieren. Die in dieser Rich- 
tung laufenden Untersuchungen sind nicht nur vom 
Standpunkte der Bekimpfung der Brandkrankheiten, 
sondern wegen der Beleuchtung anderer, allgemeinen 
Fragen der Biochemie, besonders mehrerer unklaren 
Fragen der Desinfektion, von groBer Wichtigkeit. 


Zuerst beobachtete im Jahre 1807 Benedict Prévost') die Wir- 
kung der Kupferverbindungen auf die Brandsporen, und erfuhr, daB die 
im reinen Wasser gut keimenden Sporen in einem aus KupfergefaB 
stammenden Wasser nicht auskeimten; ahnliche Resultate erhielt er, 
als er zuvor mit Kupfervitriol behandelte und sodann mit Wasser ab- 
gewaschene Sporen in reinem Wasser auskeimen lassen wollte. Diese 
Untersuchungen lieBen darauf schlieBen, dal kupferenthaltendes Wasser 
bzw. das Kupfervitriol die Brandsporen vernichte. Spiiter aber wurde 
aus den Beobachtungen Herzbergs*) und Tubeufs’), besonders aus 
Untersuchungen Heckes*) wahrgenommen, da im Endresultat das 
Kupfervitriol die Brandsporen nicht vernichte, sondern nur ihre Aus- 
keimung verhindere. Herzberg machte die Erfahrung, daB die 
mit Kupfervitriol behandelten (gebeizten) Haferflugbrandsporen im 
reinen Wasser nicht, dagegen aber auf einer Gelatinplatte auskeimten; 
iihnliche Beobachtungen machte Tubeuf bei den Steinbrandsporen. 
Hecke studierte die Wirkung des Kupfervitriols auf die Sporen des 
Hirsebrandes (Ustilago Crameri, Ustilago Panici miliacei) und des 
Weizensteinbrandes, und beobachtete zuerst, daB, wenn er die 
Brandsporen mit verdiinnter Kupfersulfatlésung schiittelte, er in der 
abfiltrierten Lésung Kupfer iiberhaupt nicht, oder nur in Spuren nach- 
weisen konnte; die Brandsporen adsorbierten also das Kupfer aus der 
Kupfersulfatlésung. Die Sporen hielten das adsorbierte Kupfer sehr 
stark gebunden, und es konnte selbst durch griindliches Auswaschen 


1) Benedict Prévost, Mémoire sur la cause immédiate de la 
earie ou charbon des Blés, et de plusieurs autres maladies des plantes 
et sur les préservatifs de la carie. Paris 1807. 

*) P. Herzberg, Vergleichende Untersuchungen itiber landwirt- 
schaftlich wichtige Flugbrandarten. Dissertation. Halle 1895. 

8) C. Tubeuf, Arbeiten aus der biologischen Abteilung fiir Land- 
und Forstwirtschaft Bd. 2, S. 179, 437 (1902). 

‘)L. Hecke, Zs. fiir das landw. Versuchswesen in Osterreich 
Bd. V, S. 22, 933 (1902); Bd. VI, S. 765 (1908). 
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mit Wasser nicht entfernt werden; wenn er aber statt Wasser verdiinnte 
(0,5 °/,ige) Salzsiure verwendete, léste die Salzsiure das Kupfer aus, und 
dieses war im Filtrat gut nachweisbar. Laut Heckes Untersuchungen 
keimten die z. B. mit einer 1°/,igen Kupfersulfatlésung 8 Stunden hin- 
durch behandelten und nachher mit Wasser ausgewaschenen Hirse- 
brandsporen nur in sehr geringer Menge aus, wenn er aber das Kupfer 
mit verdiinnter Salzsiiure herausléste, so gewannen sie ihre Keimfahig- 
keit zuriick und keimten ebensogut, als wenn sie tiberhaupt mit Kupfer- 
sulfat nicht behandelt gewesen wiiren. Herzbergs und Tubeufs 
Wahrnehmungen kénnen demnach so erklirt werden, da8 die Gelatine 
eine solche Substanz enthielt, welche aus den mit Kupfersulfat gebeizten 
Sporen das Kupfer ausléste, und dadurch dieselben ihre Keimfihigkeit 
zuriickgewannen. Volkarts') Untersuchungen bekraftigen Heckes 
Beobachtungen tiber die Weizensteinbrandsporen. Dic mit Kupfersulfat 
gebeizten Steinbrand-poren keimen in Wasser oder in Nihrlésung iiber- 
haupt nicht aus, nach Salzsiurebehandlung gewinnen sie aber vollig ihre 
Keimfihigkeit zuriick. AuBerdem machte noch Volkart jene interessante 
Erfahrung, dab die mit Kupfersulfat gebeizten Steinbrandsporen auf 
feuchter Erde auch ohne vorherige Salzséurebehandlung auskeimten, woraus 
folgt, da8 durch die Bodenfeuchtigkeit bzw. durch die in ihr gelésten 
Kohlen- und Humussiiuren aus den gebeizten Sporen das Kupfer ebenso 
herausgelést wird als durch Salzsiiure. Volkarts Beobachtung ist von 
groBer Bedeutung, denn sie erklirt, weshalb der Steinbrand in den 





Weizen trotz der Beizung mit Kupfervitriol auftreten kann. 
Aus dem Mitgeteilten folgt, daB, wenn wir die biochemi- 
sche Wirkung des Kupfersulfats bzw. verschiedener Kupfer- 
verbindungen auf die Steinbrandsporen studieren wollen, wir 
uns erst dariiber orientieren miissen, wieviel Kupfer die Sporen 


dungen adsorbieren kénnen. 

Es ist fraglich, ob die Sporen von anderen Kupfer- 
verbindungen ebensoviel Kupfer adsorbieren, als aus dem 
Kupfervitriol; die Kenntnis dessen ist deshalb wichtig, da es 

wahrscheinlich ist, dab die adsorbierte Kupfermenge neben 
anderen Faktoren in der Verhinderung der Auskeimung der 
mit den Kupferverbindungen gebeizten Sporen auch eine 
Rolle spielt. - 


Die ersten quantitativen Untersuchungen beziiglich der Kupfer- 


| aus dem Kupfersulfat bzw. aus verschiedenen Kupferverbin- 





adsorption der Brandsporen hat ebenfalls Hecke mit den Sporen des 
Hirsebrandes (Ustilago Panici miliacei) durchgefiihrt. Er hat 10 g 


1) A. Volkart, Landw. Jahrbuch der Schweiz Bd. 20, S. 448 (1906). 
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Sporen mit 200 ccm Kupfersulfatlésung geschiittelt, die abfiltrierte 
Sporenmenge bis zum Verschwinden der Kupferreaktion gewaschen; das 
aus den Sporen mit Salzsiure auslésbare Kupfer ist die adsorbierte 
Kupfermenge; die gewonnenen Ergebnisse waren die folgenden: 








oe , CuSO,-Lésung jAdsorbiertes Cu 
Versuchszeit in 9), in Of, 

5’ 7 0,90 

30" 1, 0,94 

gh 1, 0,97 

20% 1 1,08 

30’ a 0,94 

30’ 1 1,01 

30’ 3 1,04 








Aus diesen Daten ist ersichtlich, daB mit der Erhéhung der Ver- 
suchszeit (der Zeitdauer des Schiittelns) und der Konzentration der 
Kupfersulfatlésung die adsorbierte Kupfermenge kaum etwas erhéht wird. 

Ferner wies Hecke nach, daB die Sporen aus der Kupfersulfat- 
lésung nur das Kupfer adsorbierten, denn die Menge des Sulfations 
zeigte nach der Adsorption keine Veriinderung. Da die abfiltrierte 
Lésung neutral war, konnte man daraus schlieBen, daf in der Lisung 
ein Austausch des Kupfers gegen einen alkalischen Bestandteil des 
Sporeninhaltes stattfand. Beziiglich der Eigenschaft dieses alkalischen 
Bestandteiles machte Hecke keine Untersuchungen; Volkart hiilt es 
fiir wahrscheinlich, daB, wenn die Brandsporen mit der Kupfersulfat- 
lésung geschiittelt werden, das Kupfer mit den aus den Sporen heraus- 
tretenden Aminen ausgetauscht wird. 

Neuestens wiesen Pichler und Wober!') nach, da auch die 
Sporen des Maisbrandes imstande sind, eine bedeutende Menge Kupfer 
aus der Kupfersulfatlésung zu adsorbieren; sie haben die Kupferadsorp- 
tion der Sporen indirekt aus der nach der Adsorption zuriickgebliebenen 
Kupfermenge festgestellt. Die adsorbierte Kupfermenge war desto 
gréBer, je linger die Sporen mit der Kupfersulfatlésung in Beriihrung 
standen; so z. B. wurde aus einer 0,1°/,igen Kupfersulfatlésung nach 
1 Minute 0,95°,,, nach 20 Minuten 1,54°/, und nach 24 Stunden 
2,14°/, Kupfer adsorbiert. Die Untersuchungen mit verschieden kon- 
zentrierten Kupfersulfatlisungen ergaben, daB die bekannte Adsorp- 
tionsformel auf die Kupferadsorption der Maisbrandsporen nicht giiltig 
sei. Aus Kupferoxydammoniaklésung adsorbierten die Sporen schon 
nach 5 Minuten das gesamte Kupfer, und im Filtrat konnte man nur 


1) F. Pichler u. A. Wéber, Biochem. Zs. Bd. 132, S. 420 (1922). 
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mit der iiberaus empfindlichen Uhlenhuthschen') Reaktion die Spuren 
des Kupfers nachweisen. Die Maisbrandsporen halten das Kupfer sehr 
stark gebunden, selbst nach Auskochen mit 10°/,iger Schwefelsiure 
konnten die Verfasser noch in der Asche der Sporen Kupfer nachweisen. 
Was die Adsorption des Sulfations betrifft, fanden Pichler und Woéber, 
daB die Maisbrandsporen auch eine erhebliche Menge von Sulfat adsor- 
bieren (50°/, des vorhandenen Sulfats), wihrend die Kupferadsorption 
mit der Zeit stiindig wiichst, geschieht die Sulfatadsorption meist beim 
Beginn der Adsorption (nach 1 Minute adsorbierten die Sporen 50°), 
des vorhandenen Sulfats); spiter zeigt der Sulfatgehalt der Lésung kaum 
oder gar keine Veriinderung. Im Endresultat adsorbieren die Sporen 
des Maisbrandes weniger Sulfat, als es mit der adsorbierten Kupfer- 
menge fquivalent ist, darauf kann zuriickgefiihrt werden, dab die von 
den Sporen abfiltrierte Lésung nach der Adsorption eine sauere Reak- 
tion hat. Pichler und Wéber fanden noch, da8 die Maisbrandsporen 
nicht nur das Kupfer, sondern aus Sublimat und Silbernitrat auch das 
Quecksilber | w. das Silber adsorbieren kénnen. 

Beziiglich der Frage wieviel Kupfer die Sporen des Weizen- 
steinbrandes aus Kupfersulfatlésung adsorbieren kénnen, wurden 
bis jetzt keine Untersuchungen durchgefihrt. Wir haben 
unsere Untersuchungen aufSer auf Kupfersulfat auch noch auf 
einige andere Kupferverbindungen, wie Kupferchlorid, Kupfer- 
nitrat und Kupferacetat ausgedehnt. Die Hauptresultate unserer 
Untersuchungen kénnen wir im folgenden zusammenfassen: 

1. Die durch die Weizensteinbrandsporen aus Kupfer- 
sulfat adsorbierte Kupfermenge ist bei der 5 Minuten dauern- 
den Beizung (Adsorption) unabhiingig von der Konzentration 
(1/,—2°/,) der Kupfersulfatlésung und gibt im Mittelwerte 
1,14°/, Kupfer. Bei der 24stiindigen Beizung nehmen die 
Sporen etwas mehr Kupfer auf, als bei der 5 Minuten dauern- 
den; und mit der Konzentration der Kupfersulfatlésung wichst 
auch die adsorbierte Kupfermenge etwas. 

2. Kupferchlorid und -nitrat verhalten sich beziiglich 
sowohl der Beizdauer, wie der adsorbierten Kupfermenge nach, 
tihnlich dem Kupfersulfat. 

3. Demgegeniiber fanden wir, daB die Weizensteinbrand- 
sporen aus Kupferacetatlésung viel mehr Kupfer adsorbieren, 
als aus Kupferchlorid-nitrat oder -sulfat. Bei 24 stiindiger 





') Uhlenhuth, Chem. Ztg. Bd. 34, S. 887 (1910). 
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Beizung wird viel mehr Kupfer adsorbiert, als bei der 5 Minuten 
dauernden, und auBerdem wiichst die Kupferadsorption stark 
mit der Konzentration der Lisung. So z. B. ist die aus einer 
1/,9/,igen Kupferacetatlésung adsorbierte Kupfermenge 1,72 °/, 
(5 Min.) baw. 2,15°/, (24 Std.); aus einer 1°/,igen Liésung 
3,37 °/, (5 Min.) baw. 4,28°/, (24 Std). 

4. Die adsorbierte Kupfermenge ist aus den Steinbrand- 
sporen mit Wasser nicht auswaschbar, mit verdiinnter kalter 
n/10-Salzsiure nur teilweise, mit heiBer 10°/,iger Salzsiure aber 
quantitativ auslésbar. 

5. Aus den verschiedenen Kupferlésungen adsorbieren die 
Steinbrandsporen nur Kupfer, da der Sulfat-, Chlorid-, Nitrat- 
und Acetatgehalt der Kupferlésungen bei der Beendigung der 
Beizung gerade so groB war, wie beim Beginn der Beizung. 
Gegeniiber der Feststellung von Pichler und Wéber fanden 
wir, da die Sporen des Maisbrandes das Sulfat aus der 
Kupfersulfatlésung ebenfalls nicht adsorbieren. 

6. An die Stelle des durch die Steinbrandsporen aus der 
Kupfersulfatlésung adsorbierten Kupfers gelangen keine Amine, 
wie das Volkart dachte, sondern es iibernehmen vorerst 
die aus den Sporen herausdiffundierenden Metallbestandteile 
(Alkalien, Ca, Mg) und sodann in sehr geringem Mabe Wasser- 
stoffionen die Stelle des Kupfers. Das adsorbierte Kupfer 
verbindet sich teilweise mit der Phosphorsiure, teilweise mit 
den Kiweifstoffen. Die Kupferadsorption der Steinbrandsporen 
aus Kupfersulfatlésung ist in erster Reihe als eine chemische 
Adsorption zu betrachten. 


Experimenteller Teil. 

Da wir bei unseren Untersuchungen viele hupferbestim- 
mungen auszufiihren hatten, so konnten wir nur an die An- 
wendung einer titrimetrischen Kupferbestimmungsmethode 
denken. Fiir unsere Zwecke erwies sich das Zecchinische’) 


1) M. Zeechini, Chem. Zbl. 1899, I, S. 1085; Zs. f. analyt. Chem. 
Bd. 58, 8.127 (1919); G. Ineze, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 54, S. 252 u. 412 
(1915); J. Bodnar u. A. Terényi, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 69, 8S. 260 
(1926). 
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Verfahren vorteilhafter als die im allgemeinen gebrauchte 
de Haénsche Methode. 


Die Zecchinische Methode — welche urspriinglich zur Wert- 
bestimmung des Kupfersnlfates ausgearbeitet wurde — beruht darauf, 
da8 zu der titrierenden Kupferlésung Ammoniumrhodanid enthaltende 
Thiosulfatlésung im Uberschu8 hinzugegeben wird; das Thiosulfat redu- 
ziert die Cupri- zu Cuproverbindung, die sich als Niederschlag (CuSCN) 
ausscheidet, und das nicht verbrauchte Thiosulfat kann mit Jodlésung 
ohne Filtrieren des Niederschlages titriert werden. 

Der originale Kupfergehalt der zu den Adsorptions- 
versuchen angewendeten Kupferlésungen wurde auf elektro- 
lytischem Wege oder mit der Bayerschen') Methode be- 
stimmt, und die zu der Zecchinischen Methode gebrauchte 
Thiosulfatlésung auf Lésungen von genau bekanntem Kupfer- 
gehalt eingestellt. 

Bevor wir bei unseren Adsorptionsversuchen die Zecchini- 
sche Methode angewendet haben, muBten wir uns vorerst davon 
iiberzeugen, ob in Gegenwart von kleinen Kupfermengen bzw. 
bei Anwendung von verdiinnterem Thiosulfat die Methode auch 
gute Resultate gibt. Die Zusammensetzung der zur Bestimmung 
von kleinen Kupfermengen angewendeten Maflésungen war die 
folgende: 1) etwa 6g kryst. Natriumthiosulfat, und 3,8 ¢ 
Ammoniumrhodanid im Liter; 2) etwa lg J und 4g KJ im 
Liter. Der genaue Kupfergehalt der zur Einstellung ver- 
wendeten etwa 1/,°/, Kupfersulfatlésung wurde elektrolytisch 
auf gewohnliche Weise oder nach Bayer auf folgende Art 
bestimmt: Es wurde zu 50 ccm der Lésung 25 ccm konzen- 
trierte Seignettesalzlésung und 12 ccm 16°/,ige Natronlauge 
hinzugefiigt und zu der bis zum Sieden erhitzten Liésung 2 ccm 
5 °/,iges Hydroxylaminchlorhydrat hinzugetropft, sodann nach 
1 Minute langem Kochen das ausgeschiedene Kupferoxydul 
nach Bertrand mit KMnQ, titriert (die angewendete KMnO,- 
Lésung wurde auf eine durch elektrolytischen Weg bestimmte 
Kupfersulfatlésung eingestellt und entspricht 1 ccm KMn0O, 
2,21 mg Cu). Es wurden zur 50 ccm-Kupfersulfatlésung im 
Mittelwerte 7 ccm KMnO, verbraucht, was einer Menge von 








1) A. Bayer, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 51, 8. 729 (1912). 
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16,03 mg Kupfer entspricht. 25 ccm der zum Zecchinischen 
Verfahren gebrauchten Thiosulfatlésung verbrauchte 74,2 ccm 
Jodlésung (a); es wurde zu der 16,03 mg Kupfer enthaltenden 
50 ccm Kupfervitriollésung 25 ccm Thiosulfat hinzugegeben, 
und nach 1—2 Minuten das nicht verbrauchte Natrium- 
thiosulfat titriert. Der Jodverbrauch war im Mittelwerte 
43,2 com (b). Laut diesem entspricht 74,2 — 43,2 = 31 ccm 


16,03 
31 


Jodlésung 16,03 mg Kupfer, also ist = 0,517 mg der 





Kupferfaktor (c) unserer Jodlésung. Den Kupfergehalt irgend- 
einer Lésung bekommen wir also, wenn wir die Differenz 
zwischen den zwei verbrauchten J-Lésungen (a—b) mit den 
Kupferfaktor (c) der Jodlésung multiplizieren. 

Die mit verschieden konzentrierten und genau bekannten Kupfer- 
mengen euthaltenden Kupfersalzlésungen durchgefiihrten Zecchinischen 
Titrationen ergaben die folgenden Resultate; jeder einzelne mitgeteilte 
Wert ist ein Mittelwert von wenigstens 4—5 gut iibereinstimmenden 


Bestimmungen. 


Tabelle I. 


25 ecm Na,S,0,-Loésung = 74,2 cem Jodlisung (a), 
1 cem Jodlésung = 0,517 mg Cu (e). 





b (a—b)e 
Titrierte Zur Zuriicktitration]| @Gopandenes | AbSewogenes 
sn r verbrauchte Jod- Kuvfe Kupfer 
Kupfersalzlésung lésung upter 
eem mg mg 
Kupfersulfat 62,2 6,20 6,11 
“ 49,1 12,97 13,00 
; 31,6 22,02 22.09 
Kupfernitrat 65,2 4,65 4,71 
e 51,4 11,78 11,79 
Kupferchlorid 41,2 17,06 17,04 
x 30,4 22,64 22,70 
Kupferacetat 64,1 5,22 5,27 
Z 53,3 10,80 10,84 











Die Daten dieser Tabelle beweisen, daB mit der Zecchini- 
schen Methode auch kleine Kupfermengen mit der gewiinschten 
Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Diese Feststellung be- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIII. 6 
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zieht sich auf reine Kupfersalzlésungen; doch ist es fraglich, 
wenn man bei den Adsorptionsversuchen das Kupfer in den 
von den Sporen abfitrierten Lésungen bestimmen mub, ob 


jene Substanzen nicht stérend wirken, welche sich aus den 


Sporen wihrend der Adsorption herauslésen. Zur Kntscheidung 
dieser Frage wurden folgende Versuche durchgefiihrt: es wurden 
20 g Weizensteinbrandsporen mit 1 Liter 1/,°/,iger Kupfer- 
sulfatlésung geschiittelt, in gewissen Zeitriumen etwa je 200 ccm 
abfiltriert, und das Kupfer in je 25 ccm der gewonnenen 
Wiltrate sowohl nach Bayer wie nach Zecchini bestimmt. 
Geben beide Methoden iibereinstimmende Werte, dann kann 
das Zecchinische Verfahren zur Bestimmung des upfer- 
gehaltes der von den Sporen abfiltrierten Lisung ruhig an- 
gewendet werden. Die Ergebnisse der Bestimmungen enthilt 
die Tab. IL. 
Tabelle Il. 





thy mea 


Kupferbestimmung laut r Kupferbestimmung hea 
> ene Zecchini 25 cem Na,S,0, = 
Sayer 1 com KMnQ, = vel 4 i 
7 3,10 mg Cu (0,1 cem J (a) 
Versuchs- = ss teem J = 0,620mg Kupfer (c) 
zeit namin Paes a amnan ~ - 
a “ b (a—bie 
KMnO, | Kupfer Jod | Kupfer 
i — 7 LE _ mg mm ecm | mg 
5’ 8,3 25,7 29,1 | 25.4 
30 8,2 25,4 28,9 | 25,5 
60’ 8,1 25,1. 29,9 | 24,9 
24% 7,9 24,5 30,2 | 24,7 








Die Daten dieser Tabelle beweisen, daB die Menge des 
Kupfers in der von den Brandsporen abfiltrierten Lésung mit 
der entsprechenden Genauigkeit laut Zecchini bestimmt werden 
kann; die aus den Sporen sich auslésenden Substanzen wirken 
also nicht stérend auf die Kupferbestimmung. 

Die zu unseren Versuchen angewendeten Weizenstein- 
brandsporen stammen vom Jahre 1921. Wir gewannen davon 
ein gréBeres Quantum (1—2 kg), indem wir im Herbste des 
Jahres 1920 in einer Parzelle der eingestellten Beizungs- 
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versuchsreihe mit Brandsporen kiinstlich infizierten, nicht ge- 
beizten Weizen siieten (Kontrollparzelle). Die Fechsung, in 
welcher der Brand in erheblicher Menge aufirat (41 °/, 
brandige Ahren), wurde gedroschen, die gewonzene Samen- 
fechsung in einer mit reinem Wasser gefiillten Wanne einige 
Male aufgeriihrt, die aut der Oberiliiche des Wassers ge- 
sammelten brandigen Korner sofort abgeschépit, auf Filtrier- 
papier ausgebreitet, getrocknet, zerrieben, durch ein dichtes 
Metallsieb gesiebt und die durchfallende, dunkelbraune feine 
Sporenmenge zu unseren Versuchen gebraucht. 

Ks wurden zum Studium der Kupferadsorption der Stein- 
brandsporen von den chemisch reinen lupfersalzen [CuSQ,, 
CuCl,, Cu(NO,),, Cu(C,H,0,),] auf CuSO, + 5H,O0 berechnet, 
2°/,ige Lésungen bereitet, und deren Kupfergehalt auf elektro- 
lytischem Wege oder mit der Bayerschen Methode genau 
bestimmt. Durch Verdiinnung dieser Grundlésungen wurden 
die in den Vabellen JJJI—VI erwihnten, verschieden konzen- 
trierten Kupfersalzlésungen hergestellt. Zur Bestimmung der 
Kupferadsorption wurden in ein trockenes, reines Reagens- 
elas von 800 ccm Inhalt 2 g Brandsporen hineingebracht, mit 
genau 100 ccm Kupfersalzlésung beschickt, nach 5 Minuten 
langem Schiitteln bzw. nach 24 stiindigem Sieben unter dfterem 
Schiitteln diese Mischung durch ein trockenes Faltenfilter in 
einen trockenen Kolben filtriert, zur abgemessenen Menge des 
Viltrates eine bekannte Menge Thiosulfatlésung hinzugegeben 
uud das nicht verbrauchte Thiosulfat mit Jodlésung zuriick- 
titriert. Die in den Tabellen III—VI mitgeteilten Daten sind 
Mittelwerte von wenigstens fiinf iibereinstimmenden Bestim- 
mungen. (Die maximale Abweichung zwischen den parallelen 
Bestimmungen war, bezugnehmend auf das adsorbierte Kupfer 
0,04.) 

Nachdem das adsorbierte Kupfer aus den Steinbrandsporen 
mit destilliertem Wasser nicht auswaschbar ist, so kann man 
die adsorbierte Kupfermenge nicht nur auf indirektem, sondern 
auch auf direktem Wege bestimmen, und auf diese Weise 
sind gleichsam die auf indirektem Wege gewonnenen Werte 
kontrolliert. 
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Diese direkten Bestimmungen wurden derart durchgefiihrt, 
daB bei 24 stiindigen Adsorptionsversuchen die auf dem Filtrier- 
papier zuriickgebliebene Brandsporenmenge so lange mit aus- 
gekochtem destillierten Wasser gewaschen wurde, bis das ab- 
tropfende Waschwasser keine Kupferreaktion mehr gab. Nachher 
wurde das Filtrierpapier aus dem Trichter gehoben, die auf 
dem Filtrierpapier vorhandene Sporenmenge ausgebreitet, trock- 
nen gelassen, von der lufttrocknen Sporenmenge 1 g abgewogen 
mit 10°/,iger Salzsiiure ausgekocht, das Kupfer aus der ab- 
filtrierten salzsauren Liésung mit Schwefelwasserstoff ab- 
geschieden, das abfiltrierte Kupfersulfid nach dem Auswaschen 
in Salpetersiiure gelést, und in dieser Lésung das Kupfer mit 
der Baeyerschen Methode bestimmt. Die indirekt gewonnenen 
Werte stimmen — wie aus der Tab. VII ersichtlich ist — 
mit den auf direktem Wege gewonnenen Kupferwerten gut 
iiberein. 


Tabelle VII. 














Konzentratiou der CuSO,- A pesca Adsorbiertes Kupfer direkt 
Lésung auf CuSO, + on. bestimmt 
5H,O berechnet ____ stimmt*) KMn0,2) oa ree ; 
"le mg | ly ecm ms fo 
/4°/iges Kupfersulfat . 2,8 | 1,28 5,4 12,4 1,24 
1°/jiges Kupfersulfat. . | 14,6 1,46 6,3 14,4 1,44 
1/,°/,iges Kupferchlorid . 14,0 1,40 6,1 14,0 1,40 
1°/,iges Kupferechlorid . 13,7 1,37 6,2 14,2 1,42 
/4°/iges Kupfernitrat . 13,8 1,38 5,9 13,5 1,85 
1°/,iges Kupfernitrat. . 13,6 1,36 6,0 13,7 1.37 
1, °/,iges Kupferacetat . 30,5 3,05 13,2 30,2 3,02 
1°/,iges Kupferacetat. . | 42,8 4,28 18,3 41,9 4,19 
2°/,iges Kupferacetat. . 46,7 4,67 20,2 46,3 4,63 








Wir erwihnten, daB die Sporen des Hirsebrandes laut 
Heckes Untersuchungen das Sulfation aus der Kupfersulfat- 
lésung nicht adsorbieren, dasselbe fanden wir auch bei den 
Weizensteinbrandsporen. Der Versuch wurde einfach derartig 


1) Aus den Tabellen HI—VI. 


*) 1 eem KMn0O, = 2,29 mg Cu. 
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durchgefihrt, daS 20 g¢ Brandsporen mit 1 Liter Mg °/piger 
Kupfersulfatlésung geschiittelt, nach gewisser Zeit 150—200 ccm 
davon abfiltriert, und in 50 ccm des Filtrates die Menge des 
Sulfations auf gewéhnliche Art als BaSO, bestimmt wurde. 
Aus der Tab. VIII ist es sofort feststellbar, daB der urspriing- 
liche Sulfationgehalt der Kupfersulfatlisung keine Anderung 
wihrend der Adsorption erlitt. 


Tabelle VILL. 





: BaS SO 
Versuchszeit a0, " 

§ _ 

0’ 0,2300 0,0946 

5’ 0,2300 0,0946 

1" 0.2280 0,0938 

16" 0,2290 0,0942 

24h 0,2334 0,0960 








Die Versuche mit Kupferchlorid und Kupferacetat be- 
weisen ebenfalls, daB die Steinbrandsporen sowohl das Chlor- 
ion wie das Acetation nicht adsorbieren. 

2 g¢ Brandsporen wurden mit 100 ccm etwa 0,2°/ igem 
Kupferchlorid wiihrend 24 Stunden 6fters geschiittelt; 50 ccm 
des Filtrates ergaben 0,2598 g AgCl, 50 ccm der urspriing- 
lichen Kupferchloridlésung 0,2612 g AgCl 

1 g Brandsporen wurde mit 75 ccm etwa 1,5°/,iger Kupfer- 
acetatlésung 1/, Stunde lang geschiittelt; 50 ccm des Filtrates 
(mit Schwefelsiiure angesiiuert und mit Wasserdampf abdestil- 
liert) ergab 0,487 g Essigsiiure, 50 ccm der urspriinglichen 
Kupferacetatlisung 0,485 g Essigsiiure. Die Wiederholung des 
Versuches fubrte zu iihnlichen Resultaten (0,485, 0,489, 0,488 g 
Kssigsiiure). 

Jedenfalls ist es auffallend, da die Sporen des Hirse- 
und Weizensteinbrandes das Anion aus den Kupfersalzlésungen 
nicht, dagegen die Sporen des Maisbrandes laut Pichler und 
Wobers Untersuchungen neben Kupfer auch eine bedeutende 
Menge von Sulfation adsorbieren. 


j 
} 
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Da das zur Bestimmung des Sulfations durch Pichler 
und Wéber angewendete Verfahren nicht in allem verstiind- 
lich ist, und Zweifel erregen kann, war es wiinschenswert, solche 
Kontrollversuche durchzufiihren, bei welchen das Sulfat mit 
dem gewodhnlich gebrauchten und sichere Resultate gebenden 
sravimetrischen Verfahren als Bariumsulfat bestimmt wird. 
Indem wir nach der beidem Weizensteinbrand bekanntgegebenen 
Weise verfuhren (20 g Maisbrandsporen und 1 Liter '/,°/,iges 
Kupfersulfat), erhielten wir die in der Tab. IX angegebenen 
Ergebnisse. 


Tabelle IX. 

















Versuchszeit Basd, SO, 
8 g 
d 0,2300 0,0946 
5 0,2291 0,0942 
0,2284 0,0939 
16" 0,2282 0,0938 
24h 0,2290 0,0941 


Die Daten dieser Tabelle beweisen klar, daB der Sulfat- 
iongehalt der mit den Maisbrandsporen geschiittelten Kupfer- 
sulfatlésung wihrend der 24stiindigen Adsorptionszeit keine 
Verminderung erlitt, die Maisbrandsporen benehmen sich also 
ihnlich den Weizensteinbrand- und Hirsebrandsporen, sie ad- 
sorbieren kein Sulfation aus der Kupfersulfatlésung. 

Da Pichler und Wober. zu ihren Untersuchungen ver- 
diinntere (0,1°/,ige) Kupfersulfatlésungen anwandten, und 1 g 
Sporen zu 100 ccm Lésung nahmen, haben wir iiber die Sulfat- 
adsorption der Maisbrandsporen auch unter solchen Verhilt- 
nissen Versuche durchgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden 
10 g Maisbrandsporen mit 1 Liter 0,1°/,iger Kupfersulfatlésung 
geschiittelt, nach gewisser Zeit davon je etwa 200 ccm ab- 
filtriert, und je 150 ccm des Filtrates zur Sulfatbestimmung 
genommen. Die angegebenen Daten der Tab. X beweisen, dab 
die Sporen des Maisbrandes auch unter diesen Umstiinden kein 
Sulfat aus der Kupfersulfatlésung adsorbieren. 
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Tabelle X. 





BaSO, SO, 








Versuchszeit 
Lt g 
0’ 0,1418 0,0584 
5 0,1410 0,0580 
gh 0,1428 0,0588 
24> 0,1432 0,0589 


Um die Natur der Kupferadsorption durch den Stein- 
brandsporen niher zu erkennen bzw. zu erfahren, welche Sporen- 
bestandteile an die Stelle des durch die Sporen aufgenommenen 
Kupfers in die Lésung gelangen, wurden die aus den Sporen 
gewonnenen reinen waif rigen und kupfersulfathaltigen Ausziige 
einer vergleichenden Untersuchung unterworfen. [Eine ab- 
gewogene Sporenmenge wurde im Verhiltnis 1:50 mit destil- 
liertem Wasser bzw. mit 2°/,iger Kupfersulfatlésung zusammen- 
gebracht, 24 Stunden hindurch unter 6fterem Schiitteln stehen 
und die abfiltrierten Liésungen zu unseren Untersuchungen 
gelassen verwendet. ') 

Als wir die abgewogene Menge des wiibrigen (I.) baw. des 
kupfersulfathaltigen Auszuges (IL.) nach Alkalisierung in Schwefel- 
siure von bekanntem Titer abdestillierten, fanden wir, daB die 
Menge des durch Natronlauge in Freiheit gesetzten Stick- 
stofis (auf lufttrockene Sporen berechnet) zwischen den beiden 
Ausziigen keine nennenswerte Differenz zeigte. (i = 0,14°/,, 
IT = 0,18°/, N.) AuBerdem ist die ganze, durch Natronlauge 
in Freiheit gesetzte Stickstoffmenge so gering, daB sie nicht 
einmal in Rechnung kommen kann. Demzufolge kénnen jene 
Bestandteile, welche bei der Kupferadsorption die Stelle des 
Kupfers iibernehmen, keine Amine sein, wie das Volkart’) 
dachte (die Steinbrandsporen riechen nimlich stark nach Tri- 
methylamin, deshalb pflegt man sie auch Stinkbrand zu nennen.) 





1) Zu diesen Untersuchungen wurden Weizensteinbrandsporen yoin 
Jahre 1924 angewendet. 
* a. a. O. 
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Hecke!) erfuhr, daB8 die von den Hirsebrandsporen ab- 
filtrierte Kupfersulfatlésung nicht sauer war. Hingegen fanden 
Pichler und Wdiber’), daB die von den Maisbrandsporen 
abfiltrierte Kupfersulfatlésung stark sauer war. Dies erkliirten 
sie derartig, daB das laut der Gleichung: 


CuSO, + 2H,O = Cu(OH), + H,SO, 


entstandene kolloidale Cu(OQH), durch den Sporen adsorbiert 
wurde, die Lésung von der Schwefelsiure daher sauer re- 
agierte und in der von den Sporen abfiltrierten Lésung die 
Stelle des Kupfers die Wasserstoffionen iibernahmen, Beziig- 
lich der Frage, in welchem Mafe das Kupfer bei den Stein- 
brandsporen durch Wasserstoffionen ausgetauscht wird, haben 
wir das Folgende gefunden: der wiBrige Auszug der Steinbrand- 
sporen war nur schwach (p,, = 6,3), der kupfersulfathaltige Aus- 
zug hingegen stark sauer (p,, = 4); da miissen wir aber in Be- 
tracht nehmen, dai die Kupfersulfatlésung auch sauer reagierte 
(p,, = 4,5). Aus diesen Daten ist jedenfalls ersichtlich, dab 
die Konzentration der Wasserstoffionen nach der Adsorp- 
tion zunahm; also haben die Stelle des Kupfers in der Lé- 
sung teilweise Wasserstoffionen tibernommen. Dies beweisen 
auBerdem unsere folgenden Versuche: a) es wurde zu 50 ccm 
2°/,iger aufgewirmter Kupfersulfatlésung n/10-Natronlauge in 
Gegenwart von Phenolphthalein so lange hinzugelassen, bis die 
iiber dem ausgeschiedenen Cu(OH), stehende Lisung eine violett- 
rote Farbung zeigte; dazu wurden 62,8 ccm Lauge verbraucht. 
b) 2g Brandsporen wurden mit 100 ccm 2°/,iger Kupfersulfat- 
lésung geschiittelt, und verbrauchten 50 ccm der nach 24 Stun- 
den abfiltrierten Liésung 60,7 ccm n/10-NaOQH. Die von den 
Sporen abfiltrierte Kupfersulfatlésung enthielt aber zufolge 
der Kupferadsorption weniger Kupfer; wenn wir 5,25 ccm 
n/10-Natronlauge, welche der durch die Spuren adsor- 
bierten 18,2 mg Kupfermenge entspricht, von 62,8 ccm in Abzug 
nehmen, stellt sich 57,55 ccm n/10-NaOH heraus; also der 
Laugeverbrauch (60,7 ccm) war nach der Adsorption gréBer, 


1) a. a, O. 
ea ©, 
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wie vor der Adsorption. Laut diesem wurden zur Siattigung 
der Wasserstoffionen 60,7—57,55=3,15 ccm n/10-NaOH_ ver- 
braucht, d.h. 0,315mg Wasserstoffion; also im Endresultat 
konnte nur ein geringer Teil der adsorbierten 18,2 mg Kupfer 
mit den Wasserstoffionen ausgetauscht werden. Hiernach 
konnte man daran denken, daB nur die aus den Sporen aus- 
diffundierenden Metallbestandteile die Stelle des Kupfers in der 
Lésung iibernehmen kénnen. Zur Kntscheidung dieser Frage 
muBten wir vorerst die genaue Zusammensetzung der Sporen- 
asche kennen. Laut unseren Untersuchungen ist der Asche- 
gehalt der Brandsporen im Mittelwerte 3,7°/,; die Asche mit 
den gebriuchlichen analytischen Methoden analysiert, ergab 
die folgenden Resultate: 


Me «ss. ee os 
i 
Be eee oe ae 
Wes ae ES 
Cw: i » >» «ee 
Rasy 2. so OM 
[sr 
PO. « . « oR 
es x ete oo 
Oe a. « sc & « 
CN © s & ee > 





100,07 °/, 


Um die in den waiBrigen und kupfersulfathaltigen Ausziigen 
vorhandenen Aschenbestandteile zu bestimmen, wurden je 60g 
Brandsporen mit je 3 Liter destilliertem Wasser bzw. 2°/,iger 
Kupfersulfatlésung 24 Stunden hindurch unter 6fterem Schiitteln 
stehen gelassen, abfiltriert, und je 2,5 Liter des Filtrates (50 ¢ 
Brandsporen) zur Bestimmung der Aschenbestandteile verwendet. 
Die gewonnenen Ergebnisse sind in der Tab. XI zusammen- 
gefaBt. 

Laut den Daten dieser Tabelle ist sofort ersichtlich, dab 
der kupfersulfathaltige Auszug viel mehr Metallbestandteile 
enthilt als der wiiBrige Auszug. Bei der Behandlung mit 
Kupfersulfat list sich aus den Brandsporen fast die gesamte 
Menge des Kaliums und Natriums aus, von den anderen Metallen 
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Tabelle XI. 








Urspriingliche 








Aschenbestandteile 


Wieviel °/) der 


Aschenbestandteile 





Wieviel °/, der ur- 





Name der Aschenbestand- | des wiibrigen Aus-| yrgpriinglichen | des CuSO,-haltigen | spriinglichen Aschen- 
Aschenbestand- teile in 50 g zuges von 50g | Aschenbestandteile | Auszuges von 50 g bestandteile gelangen 
teile Brandsporen Brandsporen gelangen in den Braudsporen in den CuSQ,-haltigen 
g g wiBrigen Auszug? g Auszug? 
SiQ, .... 0,1236 0,0000 0,00 0,0000 0,00 
Fe,0, . — 0,0301 
0,0150 37,81 0,0336 -83,58 
a 0,0101 
MgO .... 0,2071 0,0421 20,33 0,1622 79,04 
CaO | 0,1130 0,0543 50,32 0,0852 78,94 
Na,O . 0,1106 0,0905 81,82 0,1033 93,40 
Se 5k: 0,4734 0,2891 61,07 0,4588 96,89 
De x. as 0,6114 0,3181 52,08 0,1820 29,77 
ci. 0,0332 0,0444 3) ast ~ si 
SO, . 0,0581 0,0444 15,90 _ “ve 
CO, . .¢ © & __:0,0766 _ —_ — — a — _ 
Zusammen: 1,8572 0,8979 — —- _ 


1) Der Chlorgehalt des wiiBrigen Auszuges ist etwas gréBer als der der Asche. 














Dies kann dadurch erkliirt 


werden, daB bei der Bereitung der zur Analyse verwendeten Aschenmenge ein Teil des Chlors sich verfliichtigte. Zum 
Beweis dieser Tatsache wurde das Chlor in dem wiiBrigen Auszuge der bei gelinder Hitze verkohlten Steinbrandsporen 


bestimmt. 





Es wurde so gegen 1,79 °/,, 2,4°/, gefunden. 
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(Fe, Al, Ca, Mg) ungefihr 80°/,. Bei der Kupferadsorption 
der Brandsporen gelangen also die Metallbestandteile der Sporen 
an die Stelle des aus der Kupfersulfatléisung aufgenommenen 
Kupfers. In dem kupfersulfathaltigen Auszug ist viel weniger 
P,O,, als in dem wiBrigen Auszug, woraus folgt, da das ad- 
sorbierte Kupfer teilweise als Kupferphosphat vorhanden ist. 

AuBerdem bindet sich das adsorbierte Kupfer teilweise 
auch an die KiweiBstoffe der Sporen, denn wir fanden, daB in 
dem wiBrigen Auszug viel mehr Hiweif (6,58 °/,) vorhanden 
war, als in dem kupfersulfathaltigen Auszug (2,78 °/,), nachdem 
ein Teil des EiweiBes der Kupferadsorption zufolge unléslich 
wurde. Unter EKiweiB ist rohes KiweiB zu verstehen, und der 
urspriingliche EiweiBgehait der Sporen war 27,31 °/,. 

Fiir die verschiedenen Bindungsformen des durch die 
Sporen adsorbierten Kupfers sprechen auch unsere in der 
nichsten Mitteilung bekanntzugebenden Untersuchungen, laut 
denen ein Teil des Kupfers mit Siure leicht, ein anderer Teil 
schwer aus den Sporen auslésbar ist. 

Unsere Untersuchungen lassen im Endresultat darauf 
folgern, daB die Kupferadsorption der Weizensteinbrandsporen 
aus Kupfersulfatlésung in erster Reihe als eine chemische 
Adsorption zu betrachten ist. 














Kupfersalze von Aminosduren und von Polypeptiden. 


Von 
Emil Abderhalden und Erwis Schnitzler. 
Mit 11 Figuren im Text. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. November 1926.) 


Im Verlaufe zahlreicher Untersuchungen iiber die Bildung 
von Kupfersalzen von Aminosduren und Polypeptiden 
ist eine ganze Reihe von Erfahrungen gemacht worden, die es 
uns als wiinschenswert erscheinen lieSen, die Salzbildung und 
insbesondere die Kupfersalzbildung einem  eingehenderen 
Studium zu unterwerfen. LEinerseits ergibt sich sehr oft die 
Frage der Trennung von Aminosiure- und Polypeptidgemischen, 
wobei unter anderem auch die Kupfersalzbildung Verwendung 
findet, andererseits erschien es uns aussichtsreich, Kupfersalze 
von Aminosiuren und Polypeptiden als Wegleitung beim 
Studium des Abbaues von Proteinen und Peptonen zu ver- 
wenden. Wir werden demniichst itiber Versuche, das letztere 
Problem betreffend, berichten. Zunichst sei tiber die wesent- 
lichsten Beobachtungen an Kupfersalzen einiger Aminosiuren 
und Dipeptide berichtet. Wir richteten unser Hauptaugen- 
merk unter anderem auf die Leitfaihigkeit der einzelnen 
Kupfersalze in verschieden konzentrierten Liésungen, 
um auf diesem Wege Hinblick in ihre Struktur zu er- 
halten. 











Se 
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Darstellung von Kupfersalzen von Amincsauren durch Kochen 
mit frisch gefalltem Kupferoxyd. Untersuchung ihrer elektrischen 
Leitfaihigkeit. 

Die Darstellung der Kupfersaize der Aminosiuren erfolgte 
mit Ausnahme der Gewinnung des Cystinkupfers in einheit- 
licher Weise, und zwar, wie folgt: Eine méglichst konzentrierte, 
wiBrige Lésung der betrefienden Aminosiiure wurde zum Sieden 
erhitzt und dann ein UberschuB von frisch gefilltem Kupferoxyd, 
in neutraler waBriger Aufschwemmung, zugesetzt. Das Sieden 
wurde einige Zeit unterhalten und dann das Reaktionsgemisch 
heiB durch ein Kohblenfilter abgenutscht. Die Dauer des Er- 
hitzens mit gefalltem Kupferoxyd war je nach der Leichtig- 
keit, mit der die einzelnen Aminosiuren mit diesem reagierten, 
verschieden. Das zumeist dunkelblau gefiirbte Filtrat wurde 
dann gut abgekiihlt und, sofern dabei auch nach erfolgtem 
Kinengen keine Krystallisation eintrat, mit Alkohol gefillt. 
Bei schwer léslichen Kupfersalzen wurde nach dem Erhitzen 
mit Kupferoxyd so lange mit Wasser verdiinnt, bis in der 
Hitze alle gebildeten Kupfersalze in Lésung gingen. 


Sethode der Kupferbestimmung. 


Das Kupfer wurde nach dem Verfahren der maBanalsti- 
schen Kupferbestimmung quantitativ festgestellt, und zwar ver- 
fuhren wir wie folgt: 3—8 mg Kupfersalz wurden auf 5 Dezi- 
malen genau abgewogen, im kleinen Erlenmeyerkélbchen 
mit drei Tropfen konzentrierter Salzsiiure versetzt und Wasser 
bis zu einem Volumen von etwa 8—4 ccm _ hinzugegeben. 
Es wurde nun bis eben zum Sieden erhitzt, dann erkalten 
gelassen. Darauf wurden 10—15 Tropfen einer 30°/,igen Jod- 
kaliumlésung hinzugefiigt. Dabei scheidet sich Jod aus. Man 
laBt nun etwa 3 Minuten stehen und titriert bis annihernd 


zur Kntfiirbung der braunen Fliissigkeit mit n/,,,-Thiosulfat- 
lésung aus einer in 1/,,, ccm eingeteilten Mikrobiirette. So- 
bald die Lésung fast entfarbt ist, wird ein Tropfen einer 
frisch bereiteten Stirkelisung zugesetzt und zu Ende titriert. 
Diese Methode liefert sehr gute Werte und laBt sich sebr 


rasch ausfihren. 
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Glykokollkupfer:’) 
[CH,-COO},-Cu, 1H,0 
| ; 
NH, 

Glykokollkupfer krystallisiert aus der kalten, dunkelblauen 
Lésung in hellblauen, langen Nadeln aus. Sie wurden ab- 
filtriert und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Aus 
der Mutterlauge wurde weiteres Glykokollkupfer durch Zusatz 
von Alkohol in krystalliner Form gefallt. Die Analyse der 


itiber Schwefelsiure getrockneten Priparate ergab folgende 
Werte: 


Angewandte Substanzmenge: . . . « + 0,00869 g 
Zur Titration verbrauchte n/100- Na,S, 0,: . . 8,77 ccm 
Diese entsprechen: . . ' 27.55°/, Cu 


(berechnet fiir 1 Glykokollkupfer mit 1 Mol H, 0: 27,65°/, Cu). 


Beim Trocknen im Vakuum bei 130° verliert das Kupfer- 
salz sein Krystallwasser. 

Stickstoffbestimmung des Glykokollkupfers nach der Halb- 
mikro-Kjeldahlmethode. 


Angewandte Substanzmenge: . . . . . 0,0442¢ 

Zur Neutralisation verbraucht: . . . . 3,9 eem n/10-H,SO, 
Daraus berechnet sich: . . ie » + Sra 

Aus der Formel berechneter U- Gehalt: . 12,15°/, N 


Bestimmung der elektrolytischen Leitfahigkeit. 

Ks wurde eine n/50-molare Liésung des Glykokollkupfers 
hergestellt. Sie diente als Stammlésung, von der aus dann 
Verdiinnungen zu n/100, n/200, n/400 hergestellt wurden. 





1) Skraup u. Heckel, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 26, S. 1351 (1906); 
J. Mauthner u. W. Suida, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 11, S. 873 (1890). 
— Glykokollkupfer als inneres Komplexsalz: J. Sakurai, Chem. News 
Bd. 69, 8. 237 (1894); H. Ley, Zs. f. Elektrochemie Bd. 10, S. 954 (1905). 
— Kinwirkung von Laugen, kohlensaurem Alkalium, Rhodankalium und 
Cyankalium: H. Ley, Bd. 42, 8. 355 (1909); G. Bruni u. C. Formaca, 
Gazz. chim. ital. Bd. 34, IT, S. 36 (1904). — Kupferionen und hydroly- 
tische Dissoziation, Zersetzlichkeit mit H,5: A. Lottermoser, Jl. fiir 
prakt. Chem. Bd. 75 (2), S. 293 (1907). —- Elektrolyse: M. Lilienfeld, 
D. R.-P. M. 12 q. Nr. 14, 79, 48. — Reduktion mit Fructose: J. Tie- 
raerts, Chem. Zbl. 1908, I, S. 1855. 
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Fiir die spezifische Leitfihigkeit x ergaben sich folgende 


Werte: 
Konzentration der Lésung: 


n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


/ 


Spez. Leitfihigkeit x: 
217-1075 1,85-10—° 0,96-10—5 0,869-10—5 0,757+10—5 0,685-10-5 


Graphisch wertet sich die Tabelle folgendermaBen aus: 


art 
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24200 914.00 2/800 A165 00 
Fig. 1. Spezifische Leitfahigkeit x von Glykokollkupfer. 


Mit steigender Verdiinnung nimmt also die spez. Leit- 
fihigkeit des Glykokollkupfers zu. | 


Kupfersalz des Sarkosins’) 
(CH,-NH-CH,-COO},Cu + 2H,0. 


Die Lésung des Sarkosinkupfersalzes stellt eine tief 
dunkelblaue Lésung dar, aus der sich erst bei hoher Konzen- : 
tration Krystalle abscheiden. Die Hauptmenge des Kupfer- 
salzes fallt auf Alkoholzusatz krystallin aus. Das Kupfersalz 
wird im Vakuum iiber H,SO, getrocknet und analysiert. 
Cu-Bestimmung: 


Angewandte Substanzmenge: . . . 0,00706¢ 
Zur Titration verbraucht:. . . . . 2,54 cem n/100-Na,S,0, 
Daraus errechnen sich:. . . 22,85°/, Cu 


Kin Kupfergehalt von 23,1°/, entspricht einem Salz, das 
2 Mol Krystallwasser enthilt. Das Krystallwasser liBt sich 
bei 100° im Vakuum entfernen. 





 F. Rosengarten u. Strecker, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 157, I (1871). 


7 
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Fiir die spez. Leitfahigkeit x ergaben sich bei verschie- 
denen Verdiinnungen folgende Werte: 


Konzentration der Lésung: 
n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfahigkeit x: 
2,56-10—® 1,694-107~° 1,232-107~*% 1,002-107° 0,808-107~° 0,734-107 


Graphische Auswertung der Reihe: 


7) 
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1.0. 
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Fig. 2. Spezifische Leitfahigkeit x» von Sarkosinkupfer, 


Die spez. Leitfahigkeit nimmt mit wachsender Verdiinnung 
zu, ist aber im ganzen etwas niedriger als die des Glykokoll- 
kupfers. 

Kupfersalz des d-Alanins’) 
[(C,H,NH,-CO0],Cu + 1H,0. 

Aus der tief dunkelblauen Lésung scheiden sich bei hoher 
Konzentration dunkelblaue Krystallblittchen ab. Die Haupt- 
menge des Kupfersalzes wird durch Alkoholzusatz ausgefillt. 

Bei der Kupferbestimmung ergibt das tiber H,SO, ge- 
trocknete Salz folgende Werte: 


Angewandte Substanzmenge:. . . . ... . . 0,00519¢ 
Verbrauchte n/100-Na,S,0,-Lésung: . . . . . . 2,01 cem 
Daraus errechnet:. . ...... . 24,6°/, Cu 
Fiir das Cu-Salz mit 1 Mol Krystallwasser berechnet sich 
24,7°/, Cu. Beim Trocknen im Vakuum bei 100° verliert das 
Produkt sein Krystallwasser nicht, erst-nach langerem Trocknen 
im Vakuum bei iiber 150°. 7 





1) Skraup, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 26, $. 1351, 13843 (1905); 
Adensamer, Mon.-H, fiir Chemie Ba. 26, S. 1220 (1905). 
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Fiir die spez. Leitfihigkeit x ergaben sich bei verschie- 
denen Verdiinnungen folgende Werte: 


Konzentration der Lisung: 
n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfihigkeit x: 
2057-1075 1,361-10—5 1,052-10-5 0,85-10—5 0,71-107° 0,62-107§ 
Die Werte fir die spez. Leitfahigkeit stimmen mit denen 
fiir das Glykokollkupfer vollkommen iberein. 
Die graphische Auswertung der Daten gibt folgende 
Kurve (Fig. 3): 


310°¢. 


dl 
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" Af200 "uo 11800 “11600 
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Fig. 3. Spezifische Leitfahigkeit von d-Alaninkupfer. 


d,l-Serin-Kupfersalz.’) 
(CH, (OH) - CH(NH,) - COO}, - Cu. 

Aus der tief dunkelblauen Lésung des Kupfersalzes 
scheiden sich bei ziemlich starker Konzentration und lingerem 
Stehen ultramarinblaue Krystallblattchen aus. Der Hauptteil 
des Kupfersalzes wird mit Alkohol als krystalliner Kérper ab- 
geschieden. Nach dem Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
siure ergibt die Kupferbestimmung folgenden Wert: 


Angewandte Substanzmenge . . . . + . 0,00446 g 
Zur Titration verbrauchte n/100-Na,S, 0, siege: . 1,65 eem 
Daraus errechnen sich . . . . . « « « 86,50, Ca 


Aus der Formel des Kupfersalzes — sich . 23,55°/, Cu 
Fiir die spez. Leitfihigkeit x ergaben sich bei verschiedenen 
Verdiinnungen folgende Werte: 


1) d-Serin-Kupfersalz: E. Fischer u. Jacobs, Chem. Ber. Bd. 39, 
S. 2947 (1906). 


7* 
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Konzentration der Lésung: 
n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfihigkeit «: 
2,907+10—° 1,812-1075 1,181-10—® 0,887-10—* 0,74-107-* 0,616-107* 
x nimmt mit steigender Verdiinnung zu; im ganzen ist 
die spez. Leitfihigkeit x geringer als beim d-Alaninkupfer. 
Die Werte ergaben folgendes graphisches Bild. 


31072 
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Fig. 4. Spezifische Leitfahigkeit x von d,l-Serinkupfer. 


Kupfersalz des Cystins.') 
C,H,,H.8,0, : Cu. 


Da das Cystin beim Erhitzen mit Kupferoxyd sich zer- 
setzt, wurde zur Darstellung dieses Salzes folgender Weg ein- 
geschlagen: 

Kine Aufschlimmung von Cystin in Wasser wird mit ge- 
falltem CuO langere Zeit in der Kalte auf der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Hierbei bildet sich das hellblaue Kupfersalz. Dieses 
ist gegen verdiinnte Salzsiure bestandig, so ist es méglich, das 
iiberschiissige CuO in verdiinnter HCl aufzunehmen und das 
Cystinkupfersalz abzufiltrieren. In Wasser ist es auBerordent- 
lich schwer léslich, infolgedessen kann es mit Wasser gut aus- 
gewaschen werden. Das hellblaue Produkt wird tiber H,SO, 
im Vakuum getrocknet und analysiert. Die Analyse ergibt 
folgenden Wert fiir Kupfer: 





1) Bildung des Cu-Salzes aus salzsaurer Cystinlésung mit Kupfer- 
acetat: Embden, Diese Zs. Bd. 32, S. 94 (1901); J. Mauthner, Zs. Biol. 
Bd. 42, 8. 176 (1901). Aus alkalischer Cystinlésung mit Cu-Salzen: Neu- 
berg u. Meyer, Diese Zs. Bd. 44, S. 502 (1905). 
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Angewandte Substanzmenge. . . . « . 0,00490 g 

Zur Titration verbrauchte n/100- Na,S, 0, —— - 1,61 ccm 

Daraus errechnete sich ein Cu-Gehalt von . . . 20,85°/, Cu 

Aus der Formel des Cu-Salzes errechnet sich . . 21,02°/, Cu 

Das Produkt stimmte mit einem nach obiger Literatur- 
angabe hergestellten Kupfersalz iiberein. 

Eine Leitfahigkeitsbestimmung ist wegen der auBerordent- 
lichen Schwerléslichkeit des Kérpers nicht mit der notwendigen 
Genauigkeit ausfiihrbar. 


Kupfersalz der gc-Aminobuttersaure. 
[CH,-CH,-CH-NH,-COO],C = C,H,,0,N,Cu. 

Aus der blauen Liésung des Kupfersalzes scheiden sich 
beim Einengen hellblaue Krystallblittchen aus, die nach Ab- 
kiihlen auf 0° abgenutscht werden. Uber H,SO, getrocknet 
ergibt das Kupfersalz folgende Analysenwerte fiir Kupfer: 

Angewandte Substanzmenge . . . 0,00470¢ 

Zur ‘Titration verbraucht. . . . . 1,75 cem n/100-Na,S,0, 

Daraus errechnen sich . .. . . 23,64°/, Cu 

Aus der Formel berechnet sich ein 

Cu-Gehalt von . . _« » Pee 

Die Messung der slahiteitetsihn Leitfihigkeit ergibt fiir 
die spez. Leitfahigkeit bei verschiedenen Verdiinnungen folgende 
Werte: 





Konzentration der Lésung: 
e n/150 n/300 n/600 n/1200 n/2400 


i 


Spez. Leitfihigkeit «: 
3102-105  —1,863-10-5 ~—1,235-10-5 = 0905-108 ~——0,731-10-5 


$ Graphische Darstellung: 
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Fig. 5. Spezifische Leitfahigket a) von a-Aminobuttersdure-Cu, 


b) ----- von a-Aminoisobuttersdure-Kupfer. 
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Die spez. Leitfihigkeit ist im ganzen geringer, als die 
der vorhergehenden Cu-Salze von Aminosiuren und nimmt 
gleich, wie bei diesem, mit wachsender Verdiinnung zu. 


Kupfersalz der «-Aminoisobuttersaure. 
[oH >C-NEL- coo] .cu = C,H,,.N,0,Cu + 1H,0. 


Die Kupfersalzbildung geht sehr leicht vonstatten. Beim 
starken Einengen der dunkelblauen Loésung scheidet sich das 
Kupfersalz nach dem Erkalten krystallin ab. Uber Schwefel- 
siure im Vakuum getrocknet gibt der Kérper folgende Kupfer- 
werte: 


Angewandte Substanzmenge . . . 0,00979 g 

Zur Titration verbraucht. . . . . 3,58 cem n/100-Na,S,O, 
Daraus errechnet sich. . . . . . 23,21°/, Cu 

Aus der Formel errechnen sich . . 23,7°/, Cu 


Das Salz enthielt also noch 1 Mol. krystallisiertes Wasser, 
das sich durch Trocknen im Vakuum bei 50° leicht ent- 
fernen lieB. 

Fiir die spez. Leitfihigkeit x werden bei verschiedenen 
Verdiinnungen folgende Werte erhalten: 


Konzentration der Lésung: 
n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfaihigkeit x: 
1,458-10-5 1,245-10—° 1,181-10-5 1,052-10—* 0,835-10—* 0,703-1075 
In graphischer Darstellung: siehe vorhergehende Fig. 5. 
Die spez. Leitfahigkeit ist im Verhialtnis zu den iibrigen 
Kupfersalzen eine auBerordentlich abweichende, wie aus der Figur 
zu ersehen ist. 


Kupfersalz der 6-Aminobuttersaure. 
[CH,-CH-NH,-CH,-COOH],Cu + 3H,0. 
Die #-Aminobuttersiiure reagiert mit CuO ziemlich schwer. 
Mit der Entfernung der NH,-Gruppe von der —COOH-Gruppe 
reagieren die Aminofettsiiuren immer schwerer mit CuO unter 
Bildung des Kupfersalzes.?) 





1) Engel, Bull. de la Soe. Chim. Bd. 50, S. 102 (1888); E. Fischer 
u. G. Zemplén, Chem. Ber. Bd. 42, S. 4883 (1911). 














Kupfersalze von Aminosiuren und von Polypeptiden. 103 


Aus der tief dunkelblauen Liésung des Kupfersalzes 
scheiden sich bei starkem Kinengen und Versetzen mit Alkohol 
dunkelblaue Krystalle ab. Das iiber H,SO, im Vakuum ge- 
trocknete Salz gibt fiir Cu folgende Werte: 


Angewandte Substanzmenge. . . . 0,00653 g 
Zur Titration verbraucht. . . . . 2,06 eem n/100-Na,S,0, 
Daraus errechnet sich ein Cu-Ge- 
8 eee et 
Fiir das Kupfersalz mit 3 Mol. H,O 
berechnen sich . .... . . 19,9°/, Cu. 


Beim Trocknen im Vakuum bei 70° werden 2 Molekiile 
Krystallwasser abgegeben, bei 130° im Vakuum auch das letzte 
Mol. Die Ausbeute an Kupfersalz war nicht gut, wohl infolge 
der schwierigen Bildungsméglichkeit. 


Kupfersalz des d,l-Valizs.') 
C,,H,,N,0,Cu. 

Die Kupfersalzbildung geht sehr leicht vor sich; aus der 
heiBen blauen Lésung scheiden sich beim Erkalten schéne blaue 
Krystallblittchen ab, die nach dem Trocknen iiber H,SO, im 
Vakuum fiir Cu folgende Werte ergeben: 


Angewandte Substanzmenge . . . 0,00772g 
Zur Titration verbraucht. . . . . 2,62 cem n/100-Na,S,0O, 
Daraus berechnet sich ein Kupfer- 
We WOR ce kt ce se + Re 
Aus der Formel berechnet sich . . 21,49°/, Cu 


Die Bestimmung der spez. Leitfiihigkeit x bei verschiedenen 

Verdiinnungen ergibt folgende Werte: 
Konzentration der Lésung: 
n/200 n/400 n/800 n/1600 
Spez. Leitfihigkeit x 

1,865-107° 1,24-10-8 0,998-107° 0,745 - 1075 

Die spez. Leitfihigkeit x ist im Vergleich zu den iibrigen 
Aminosiiurekupfersalzen, mit Ausnahme der «-Aminobuttersiure, 
geringer. 





1) A. Lipp, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 205, S. 21 (1880); F. Ehr- 
lich u. A. Wendel, Biochem. Zs. Bd. 8, S. 399 (1908); Chem. Zbl. 
1908, I, S. 1634. 
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Graphische Darstellung der Werte: Fig. 6. 
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Fig. 6. Spezifische Leitfahigkeit x von d,l-Valinkupfer. 


Kupfersalz des 1-Leucins.') 
[C,H,,NH,*COO],Cu. Mol.-Gew. 323,78. 


Aus der hellblauen heiBen Liésung des Leucinkupfers 
scheiden sich beim Erkalten graublaue bis hellblaue Krystall- 
blittchen ab, die abfiltriert und im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet werden. Die Analyse ergibt fiir Kupfer 
folgende Werte: 


Angewandte Substanzmenge. . - . . 0,01018 g 
Zur Titration verbrauchte n/100- NaS, 0, Sian . 3,14¢eem 
Daraus errechnet sich ein Cu-Gehalt von. . . . 19.6°/, 
Aus der Formel berechnet sich. . . . . . . . 19,64°/, Cu 


Das Kupfersalz ist in Wasser sehr schwer loslich. Ks 
wird infolgedessen die spez. Leitfahigkeit einer gesittigten Lé- 
sung bestimmt, die einer n/500-Lisung entspricht. Dabei er- 
geben sich bei verschiedenen Proben Werte fiir x, die zwischen 
2,3 und 2,5-1075 liegen, je nachdem eine hei8 oder eine kalt 
gesittigte Lésung vorlag, und zwar bei kaltgesittigten Lisungen 
im Mittel 2,4-10—-5, bei heibgesittigten Lésungen im Mittel 
2,3-10-5 Der Wert fiir die spez. Leitfihigkeit ist also ge- 
ringer als bei den iibrigen bisher untersuchten Kupfersalzen 
der Aminosiuren gleicher Konzentration. 


1) D. Lawrow, Diese Zs. Bd. 33, 8. 318 (1901); Heintz, Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 198, S. 49 (1879); Hofmeister, a.a.O. Bd. 189, 
S. 16 (1877). 
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Kupfersalz des Histidins. 


Das Kupfersalz des Histidins bildet sich beim Erhitzen 
von einer waBrigen Histidinlésung mit Kupferoxyd sehr leicht. 
Aus der tief dunkelblauen Lisung konnte mit Alkohol ein 
dunkelblau gefarbter voluminéser Niederschlag ausgefallt werden, 
der sich aber beim Abfiltrieren und Trocknen jedesmal zer- 
setzte, erst unter Verharzung, dann trat Verfirbung ein. Die 
Isolierung des Kupfersalzes diirfte nur unter Kinhaltung be- 
sonderer Arbeitsmethoden méglich sein. 


Kupfersalze des Tyrosins.') 
[C,H,,0,N},Cu. 
1-Tyrosinkupfer. 

Aus der heiB’en dunkelblauen Loésung des Kupfersalzes 
scheiden sich beim Erkalten dunkelblaue Krystallbliittchen ab. 
Die Lésung wird zur weiteren Krystallabscheidung unter ver- 
mindertem Druck eingeengt; beim Kochen (100°) der waBrigen 
Cu-Salzlésung zersetzt sich das Kupfersalz. Die Lésung wird 
dabei dunkel und triibe. So diirfte es schon bei der Bildung 
des Cu-Salzes vorteilhaft sein, auf dem Wasserbad zu erhitzen. 

Das iiber H,SO, im Vakuum getrocknete Kupfersalz gibt 
bei der Analyse fiir Cu folgenden Wert: 


Angewandte Substanzmenge .. . 0,00825¢ 
Zur Titration verbraucht. . . . . 1,94 cem n/100-N,S,0, 
Daraus errechnet sich. . . . . . 14,93°/) Cu 
Die Formel des Tyrosinkupfers ver- 
aaa en 


Fir die spez. Leitfihigkeit x bei verschiedenen Konzen- 
trationen ergeben sich folgende Werte: 
Konzentrationen der Lésung: 
n/200 n/400 n/x00 n/1600 
Spez. Leitfihigkeit x: 
0,8-10~° 0,66-10~° 0,538-107° 0,45-107° 
Die Werte fiir die spez. Leitfibigkeit sind im Vergleich 
zu den iibrigen untersuchten Aminosaure hoher. 





1) Hofmeister, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 189, 8S, 24 (1877). 
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d-Tyrosinkupfer. 


Die Bildung des Kupfersalzes wird auf dem siedenden 
Wasserbade vorgenommen. Aus der tief dunkelblauen Liésung 
des Kupfersalzes scheiden sich beim Erkalten dunkelblauviolette 
Krystalle aus, die tiber H,SO, getrocknet werden. 

Die Kupferanalyse ergibt folgenden Wert: 


Angewandte Substanzmenge .. . 0,00772g 
Zur Titration verbraucht. . . . . 1,81 eem n/100-Na,S,0, 
Daraus berechnet sich ein Gehalt von 14,9°/, Cu 
Die Formel des Cu-Salzes erfordert. 15,02°/, Cu 
Die Messung der elektrolytischen Leitfaihigkeit ergibt fiir 
die spez. Leitfaihigkeit x folgende Werte: 


Konzentration der Lisung: 
n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfihigkeit x: 
1,036-10~° 0,716+10—5 0,559-107° 


dl-Tyrosinkupfer. 

Bildung des Kupfersalzes, wie bei den beiden optischaktiven 
Komponenten. 

Aus der dunkelblauen Lésung scheiden sich bei lingerem 
Stehen an den Wanden der. Krystallisierschale blaue Krystall- 
blattchen ab, die im Verhalten und Cu-Gehalt den beiden vor- 
hergehenden Kupfersalzen sehr iihnlich bzw. gleich sind. Ihre 
Menge ist jedoch gering. Beim Einengen der wiBrigen Lésung 
auf dem Wasserbade zersetzt sich das Cu-Salz unter Verfarbung 
zu Schwarzblau, wie bei den beiden optischaktiven Kompo- 
nenten. 

Wird aber die dunkelblaue wibrige Liésung des Kupfer- 
salzes im Vakuum bei 60—70° eingeengt, so scheidet sich 
allmihlich ein rosarotes Kupfersalz ab. Die blaue Farbe der 
Lésung verschwindet fast vollkommen. Sie wird wasserklar und 
zeigt nur noch einen leicht bliulichen Schimmer. Der aus- 
geschiedene Kérper ist im Wasser schwer loslich. 

Das im Vakuum iiber H,SO, getrocknete Salz gibt folgende 
Analysenwerte: 
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Cu-Bestimmung: 


Angewandte Substanzmenge .. . . 1. 0,00983 2. 0,0090¢ 
Zur Titration werden verbraucht. . . 1. 2,20 2. 2,04 cem 
Daraus berechnet sich ein Gehalt an 

COW 2 ct ee ee ee ww + EB 2. 14,4°/, 
Aus der Formel des Kupfersalzes mit 

1 Mol. H,O errechnen sich . . . . 14,38°/, Cu 


N-Bestimmung: 


Angewandte Substanzmenge 0,0486 g. 


Zur Neutralisation des geb. NH, werden 2,35 cem n/10-H,SO, 
verbraucht. 


Daraus berechnen sich 6,77°/, N. 
Die Kupfersalzformel mit 1 Mol. H,O erfordert 6,76°/, N. 


Das Cu-Salz wird nun im Vakuum bei 70° getrocknet, 
verliert jedoch hierbei kein Wasser, auch bei Temperatur- 
steigerung bis 140° bei 20 mm Druck wird kein Wasser ab- 
gegeben und die Analyse ergibt wieder 14,4°/, Cu. 


Die gesittigte Lésung entspricht einer n/1000-Lésung 
und zeigt bei dieser Verdiinnung eine spez. Leitfahigkeit von 
1,278-10—5, also ziemlich niedrig. 
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Fig. 7. Spezifische Leitfihigkeit von I 1-Tyrosinkupfer, 11 d-Tyrosinkupfer. 


Vielleicht zeigt die leichte Blaufarbung der Lésung an, 
dab, sofern das Salz in wiBriger Lésung vorhanden ist, es den 
beiden optischen Komponenten gleich ist. 


Graphische Auswertung der spez. Leitfihigkeit x der beiden 
optisch-aktiven Komponenten des Cu-Salzes zeigt Fig. 7. 
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Kupfersalz der Asparaginsaure.’) 


2 g Asparaginsiiure werden in der Siedehitze in Wasser 
gelést, mit iiberschiissigem CuO versetzt und kurze Zeit beim 
Sieden erhalten, dann wird vom iiberschiissigen CuO abfiltriert, 
Aus dem (dunkel)blauen Filtrat scheidet sich beim Erkalten 
ein voluminéser Niederschlag aus (beim langsamen Auskrystalli- 
sieren erhalt man lange, biischelférmig vereinigte Nadeln). 

Das Kupfersalz wird tiber H,SO, getrocknet und analysiert. 


Angewandte Substanzmenge .. . . 1. 0,00767 2. 0,00661 ¢ 
Zur Titration verbrauchte n/100-Na,S,0, 1. 2,88 2. 2,48 ecm 
Diese Werte ergeben . . . .. . . 1. 28,88 2. 23,85 °/, Cu 


Die Formel des zweibasischen Kupfer- 
salzes erfordert bei 4,5 Mol. Krystall- 
GC ea Se ee ee ee 23,85 9/, Cu 
Das Kupfersaiz wird nun bei 120° im Vakuum getrocknet. 
Die Analyse des so behandelten Salzes ergibt 27,0°/, Cu, verlor 
also 2 Mol. Krystallwasser. 
0,00687 g Substanz 2,91 cem n/100-Na,S,0, = 26,9°/, Cu 
0,01055,, —,, 4,50 ,, n/100-Na,S,0, + 27,1°/, Cu 
Das Kupfersalz wird nun weiter bei 170° im Vakuum 
getrocknet, die darauffolgende Cu- Bestimmung ergibt 29,95 °/, Cu. 
Das Cu-Salz hat also weiter 1,5 Mol. Wasser abgegeben. 
0,00513 g Substanz 2,41 cem n/100-Na,8,0, = 29,9°/, Cu 
0,01040 ,, " 4,92 ,, n/100-Na,8,0, = 30,0°/, Cu 
Aus der Formel ©C,H,O,NCu + 1H,O berechnen sich 
30,1°/, Cu. Weiter laBt sich das Kupfersalz auch bei langerem 
Erhitzen im Vakuum nicht entwissern. 
Fiir das spez. Leitvermégen dieses Kupfersalzes werden 
folgende Werte erhalten: 


Konzentration der Lésung: 


n/500 n/1000 n/2000 
Spez. Leitfihigkeit K: 
2,97-1075 2,657-107° 1,162-10~° 





') E.Abderhaldenu. K.Kautzsch, Diese Zs. Bd. 64, 8.459 (1910); 
Ritthausen, Jl. f. prakt. Chem. Bd. 107, S. 218 (1858); Hofmeister, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 189, 8S. 21 (1877); Curtius u. Koch, Jl. 
fiir prakt. Chem. |2] Bd. 88, S. 486 (1888); Piutti, Gazz. chim. ital. 
Bd. 17, S. 521 (1887); E. Abderhalden u. A. Weil, Diese Zs. Bd. 72, 
S. 22 (1911); Piria, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 68, S. 343 (1848). 




















Kupfersalze von Aminosiuren und von Polypeptiden. 109 


1. Setzt man zu einer wiiBrigen Asparaginsiurelésung in 
kleinen Portionen CuO (gefillt) in der Siedehitze zu, so bildet 
sich die tiefblaue Cu-Salzlésung des oben beschriebenen Salzes. 
Bei weiterem Erhitzen und Zusatz von CuO fillt allmahlich 
ein griinblauer Niederschlag aus unter starker Aufhellung der 
blauen Loésung. Das in der Siedehitze abgeschiedene Salz 
wird abfiltriert und mit Wasser nachgewaschen. Es ist in 
Wasser au8erordentlich schwer léslich. 

2. Nimmt man das oben beschriebene blaue Cu-Salz wieder 
in Wasser auf und setzt in der Siedehitze weiter CuO zu, so 
laBt sich unter Aufnahme von CuO auch hierbei wieder das 
dunkelgriinblaue, in Wasser sehr schwer lisliche Salz abscheiden, 
das mit dem unter 1. beschriebenen Produkte identisch ist. 

Die Analyse des tiber H,SO, im Vakuum getrockneten 
Kérpers ergibt folgende Werte: 


Cu-Bestimmung: 
0,00925 g Substanz gaben 3,94 cem n/100-Na,S,0O, = 27,05 °/, Cu 
0,01007 g Pr » 4,29 cem n/100-Na,S,0O, = 27,05°/, Cu 
Im Vakuum bei 120—130° getrocknet: 


0,00687 g Substanz gaben 2,91 ccm n/100-Na,S,0, = 26,9 °/, Cu 
0,01055 g es » 4,50 eem n/100-Na,S,O, = 27,1 °/, Cu 


N-Bestimmung: 
0,0579 g Substanz verbrauch. 2,5 ccm n/10-H,SO,, entspr. 6,07°/, N 
0,2227 g . 9,4cem n/10-H,SO,, ,, 5,92°/, N 


Wegen der auBerordentlichen Schwerldéslichkeit des Cu- 
Salzes kann die spezifische Leitfaihigkeit x nicht bestimmt 
werden. 


Asparagin-Cu-Salz. 


Das zum Vergleich herangezogene Asparagin bildet ein 
blaues Kupfersalz von der Zusammensetzung [C,H,O,N],Cu, 
auf das die ausgefiihrten Kupferbestimmungen stimmten. Ab- 
weichungen von der normalen Kupfersalzbildung konnten nicht 
beobachtet werden. 

Fir die spezifische Leitfahigkeit x ergeben sich bei ver- 
schiedenen Verdiinnungen folgende Werte: 
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Konzentration der Lésung: 
n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfiihigkeit K: 
2,67-10-5  1,76-1075 1,114+1075  —0,884-107-5 


Kupfersaiz der d-Glutaminsaure. ') 

I. Eine wiBrige Lésung von d-Glutaminsiure wird mit 
iiberschiissigem CuO einige Zeit zum Sieden erhitzt, abfiltriert 
und das tief dunkelblaue Filtrat erkalten lassen. Da sich 
hierbei keine Krystallisation zeigt, wird weiter eingeengt. Hier- 
bei scheidet sich aus der tief dunkelblauen Lésung ein griin- 
blaues Salz ab. Dieses wird abfiltriert und mit Wasser nach- 
gewaschen. Es ist in Wasser schwer léslich. 

Uber H,SO, im Vakuum getrocknet ergibt die Analyse 
fiir Cu folgende Werte: 

1. 0,00731 g Substanz, titriert mit 3,10 eem n/160-Na,8,0,, entspr. 
26,98 °/, Cu. 

2. 0,00664 g Substanz, titriert mit 2,82 eem n/100-Na,S,0,, entspr. 
27,0, Cu. 

Trocknen im Vakuum bei 120—130°: 


0,00478 g Substanz, titriert mit 2,03 cem n/100-Na,S,O,, entspr. 
27,0, Cu. 





























Stickstoffbestimmung: 
1. 0,0688 g Substanz verbr. 3,8 cem n/10-H,SO,, das entspr. 6,94°/, N 
2. 0,0490 g ” ,  2,4eem n/10-H,SO,, _,, »  6,85°/, N 
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Fig. 8. Spezifische Leitfahigkeit von Glutaminsdurekupfer. 





1} Hofmeister, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 189, S. 14 (1878); 
Abderhalden u. Kautzsch, Diese Zs. Bd. 68, 8. 487 (1910); Schulze 
u. Bonhard, Chem. Ber. Bd. 16, S. 314 (1883); Diese Zs. Bd. 10, 8. 144 
(1885); Scacchi, Gazz. chim. ital. Bd. 28, S. 147 (1900); Florence, 
Chem. Zbl. 1920, III, 8. 878. 
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Fiir die spezifische Leitfaihigkeit x bei verschiedenen Ver- 
diinnungen werden folgende Werte erhalten: 


Konzentration der Lésung: 
1/600 n/1200 n/2400 


Spez. Leitfihigkeit x: 
1,848-10-° 1,118-107° 0,767-10—5 

IJ. Aus der tief dunkelblauen Lésung, die beim Erhitzen 
einer wiBrigen Glutaminsiurelésung mit CuO erhalten wird, 
kann mit Alkohol ein blauer voluminéser Niederschlag aus- 
gefallt werden, der in Wasser leicht léslich ist. Nach dem 
Abfiltrieren wird mit Alkohol nachgewaschen und tiber H,SO, 
im Vakuum getrocknet. Die Analyse ergibt: 


1. Cu-Bestimmung: 

0,00370 g Substanz, titriert mit 1,11 cem n/100-Na,S,0,, ergibt 
19,1 °/, Cu. 

0,00443 g Substanz, titriert mit 1,33 cem n/100-Na,S,0,, ergibt 
19,1 °/, Cu. 

2. N-Bestimmung: 

0,0690 g Substanz verbrauchen 3,65 cem n/10-H,SO,, daraus be- 
rechnen sich 17,4 °/, N. 

0,04875 g Substanz verbrauchen 2,56 cem n/10-H,SO,, daraus be- 
rechnen sich 7,38 °/, N. 

Das einbasische Glutaminsiure—Kupfersalz von der Zu- 
sammensetzung [C,H,O,N],Cu erfordert einen Gehalt an Cu 
von 17,85°/, und an N von 7,67 °/). 

Fir die spezifische Leitfaihigkeit werden folgende Werte 
erhalten: 

Konzentration der Liésung: 


n/50 n/100 n/200 n/400 n/800 n/1600 


Spez. Leitfahigkeit K: 
26,4-10-5 15,22+1075 978-1075 5,99-107° 384-1075 2,54-107° 


Das spezifische Leitvermégen ist also bei diesem Kupfer- 
salz um die GréBenordnung 107! gréBer als bei den iibrigen 
Kupfersalzen der Aminosduren. Diese Erscheinung kénnte 
event. von den zwei freien COOH-Gruppen herriihren, wenn 
man annimmt, daB das einbasische Cu-Salz vorliegt. 
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Kupfersalze von Dipeptiden.’) 


Die Kupfersalze der Dipeptide wurden in gleicher Weise 
wie die Kupfersalze der Aminosiuren hergestellt. Kine wiiBrige 
Lésung des Dipeptids wird auf dem Wasserbade langere Zeit 
(2—3 Stunden) mit frisch gefialltem Kupferoxyd erhitzt. Die 
Kupfersalze der untersuchten Polypeptide gaben alle tief dunkel- 
blaue wiBrige Lésungen. In Wasser sind sie leicht, zum 
groBten Teil sehr leicht léslich. 


Glycyl-glycin-Kupfer.’) 

Die tief dunkelblaue Lésung wird auf dem Wasserbade 
stark eingeengt und nach dem Erkalten lingere Zeit in der 
Kalte stehen lassen. Dabei zeigt sich keine Krystallausschei- 
dung. Verdampft man nun einen Teil der konzentrierten 
Lésung zur Trockne, so erhailt man eine dunkelblaue dichte 
Masse. 

Der zweite Teil wird mit Alkohol versetzt, dabei trennt 
sich die Fliissigkeit in 2 Schichten, die untere, tief dunkelblaue 
dlige Schicht wird abgetrennt und 1laBt sich durch wieder- 
holtes Lésen in Alkohol und Ejinengen allmihlich zu einer 
dicht krystallinen Masse verdichten. Beide Kupfersalze weisen 
in bezug auf ihren Kupfergehalt dieselbe Zusammensetzung aut. 

Das tiber H,SO, im Vakuum getrocknete Salz gibt hei 
der Kupferbestimmung folgende Werte: 


1. 0,00896 g Substanz verbrauchen 2,72 cem n/100-Na,S,0,, die 
19,38 °/, Cu entsprechen. 


2. 0,00543 g Substanz verbrauchen 1,66 ccm n/100-Na,S,0,, die 
19,45 °/, Cu entsprechen. 

Die Formel [NH,—CH,—CO—HN—CH,—COO}, -Cu er- 
fordert einen Gehalt an Cu von 19,57 °/, Cu. 

Messungen des elektrolytischen Leitvermégens ergeben fiir 
die spezifische Leitfahigkeit x bei verschiedenen Konzen- 
trationen folgende Werte: 





1) P. A. Kober, Jl. of Biolog. Chemistry Bd. 10, 8. 9 (1911/1912); 
P. A. Kober u. K. Sugiura, Jl. of Biolog. Chemistry Bd. 13, S. 1 
(1912/1913). Hier finden sich weitere Literaturangaben. 

*) E. Fischer u. E. Fourneau, Chem. Ber. Bd. 34, S. 2868 (1901). 
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Konzentration der Lésung: 


; n/10 n'20 n/40 n/80 
Spez. Leitfihigkeit «: 
j 21,25-107~° 10,45+107° 5,19-107° 2,57-107~° 


Konzentration der Lisung: 
. n/160 n/320 n/640 n/1280 


Spez. Leitfihigkeit «: 
1,36-10->  0,75+10—5 ~=— 054-1075 ~— 041-1079 


Diese Werte geben, graphisch dargestellt, folgendes Bild: 
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Fig. 9. Spezifische Leitfahigkeit von Glycyl-glycin-Kupfer. 





Das Kurvenbild der spezifischen Leitfahigkeit zeigt also, 
gegeniiber jenem der Aminosiiuren keine wesentliche Ab- 

weichung.') 

Leucyl-glycin-Kupfer.') 

° Die tief dunkelblau gefirbte Lésung schneidet beim Kin- 
engen allmihlich dunkelblaue Krystallblittchen aus. Nach 
dem Erkalten wird abfiltriert und im Vakuum iiber H,SO, 
getrocknet. 


Die Analyse ergibt fiir Cu folgende Werte: 
{ ee oe ae 


ae 


1) E. Fischer u. A. Brune, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 340, 
. S. 142 (1905). : 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXIII. 8 
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0,00885 g Substanz verbrauchen 3,28 ccm n/100-Na,S,0,, die 
23,55 °/, Cu entsprechen. . 


0,00789 g Substanz verbrauchen 2,94 cem n/100-Na,S,0,, die 
23,7 °/, Cu entsprechen. 

Nimmt man auf 1 Mol. Dipeptid 1 Mol. Cu an, so be- 
rechnet sich der Kupfergehalt bei 1 Mol. Krystallwasser au: 
23,57 °/, Cu. 

Das Kupfersalz zeigt bei verschiedener Konzentration 
folgende spezifische Leitfihigkeit: 

l,onzentration der Lésung: 
n/40 n/80 n/160 n/320 n/640 
Spez. Leitfahigkeit «: 
1,686-10-° 1,013+10-° 0,72-1075 0,598-107%  0,484-107° 
Diese Werte geben, graphisch dargestellt, folgendes Bild 
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Fig. 19. Spezifische Leitfahigkeit von Leucylglycin-Kupfer. 


Leucyl-leucin-Kupfer.') 

Die Kupfersalzbildung mit gefalltem CuO in neutraler 
Lésung auf dem siedenden Wasserbad geht verhialtnismaBig 
langsam vor sich. Aus der tief dunkelblauen Lésung scheiden 
sich beim Einengen kleine dunkelblaue Krystallnaidelchen ab. 
Die Hauptmenge des Kupfersalzes wird durch Eindampfen der 
tief blauen Lésung im Vakuum bis zur Trockne erhalten. 

Die Analyse ergibt fiir Kupfer folgende Werte: 

0,00969 g Substanz verbrauchen 1,75 cem n/100-Na,S,0,, die 
11,48 °/, Cu entsprechen. 


0,00732 g Substanz verbraushen 1,33 cem n/100-Na,S,0,, die 
11,55 °/, Cu entsprechen. 





') E. Fischer, Chem. Ber, Bd. 35, S. 1095 (1902); E. Fischer u. 
A. H. Kolker, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 354, S. 39 (1907). 
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Die Formel, die 2 Dipeptidreste auf 1 Cu-Mol. enthilt, 
erfordert einen Kupfergehalt von 11,55°/, Cu. 
Die fiir die spezifische Leitfihigkeit sich ergebenden Werte 
sind folgende: 
Konzentration der Lésung: 
n/80 n/160 n/320 n/640 n/1280 


Spez. Leitfahigkeit «: 
16,95-107° 895-1075 4,84-10-5 = 271-1075 1568-10? 


Aus diesen Werten ergibt sich folgendes Kurvenbild 
‘Fig. 11). 
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Fig. 11. Spezifische Leitfahigkeit von Leucyl-leucin-Kupfer. 


Versuche zur Bestimmung der Kupferionenkonzentration 
der Aminosauren. 


Der Messung der Kupferionenkonzentration wurde die 
Konzentrationskette und die Bestimmung der elektromotorischen 
Kraft zugrunde gelegt. 

Die Anordnung der Kette war folgende: 

Kine in die zu untersuchende Aminosiure—Kupfersalz- 
lésung tauchende Kupferelektrode wurde durch einen elektroly- 
tischen Stromheber mit der Normal-Kalomelelektrode verbunden 
und die EMK. dieses Elementes mit einem Akkumulator von 


8* 








em 
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bekannter EMK. vermittelst eines Gefillsdrahtes kompensiert, 
Als Nullinstrument diente das Capillarelektrometer. 


Nach der Nernstschen Formel ist das Potential eine; 
Metalles, fiir welches P > p ist, gegeben durch den Ausdruck: 





BeT il. 
n: 


é=— 


P ist der elektrolytische Lésungsdruck der Metallelektrode, 
eine Konstante bei konstanter Temperatur, p der osmotische 
Druck der Metallionen in der Lésung, von der Ionenkonzen- 
tration c abhangig und zwar dieser proportional. Daher kann 
man auch schreiben p = K-c. 

Die Forme! lautet dann: 


«tie cig i 
ieee . Ke 
oder umgeformt: 
RT ig R-T 
foe ee oe 





Fiir die Konzentration c = 1 (1 Grammion) wird das zweite 
Glied des Ausdruckes Null, und man erhilt: 


kT 
n-F 


P 


-In-- 


éEe=_— 


Dieser Wert des Potentials einer Elektrode eines Metalles 
gecen die Lésung ihres Salzes von der Metallionenkonzentration 
1Grammion wird als elektrolytisches Potential (Normalpotential) | 
bezeichnet. | 

Diese Normalpotentiale der Metalle liegen in der Literatur | 
als bekannt vor.) 

Das Normalpotential ¢, in Volt wird als 0,34 Volt an- 
gegeben. Setzt man nun diesen Wert in die zweite oben an- 
gefiihrte Gleichung ein, so erhalt man 





R. 
Ee= é,, a PoE ln Cc. 


1) Abegg, Auerbach u. Luther, Abhandlg. d. deutsch. Bunsen- 
ges. Heft 5. — Auerbach, Abhandlg. d. deutsch. Bunsenges. Heft 8. 
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Diese Gleichung erméglicht also das Potential eines 
Metalles gegen seine Lésung der lonenkonzentration zu be- 
rechnen. Das Normalpotential ist im angegebenen Falle auf 
die Normal-Wasserstoffelektrode bezogen, mu also bei An- 
wendung der Normal-Kalomelelektroden auf (¢,) letztere um- 
gerechnet werden. 

Zwischen beiden besteht die Beziehung: 


é, = & — 0,277 Volt. 


Da also «, bekannt ist und « gemessen werden kann, 
ist c aus der letztgenannten Gleichung zu berechnen. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmung wurde folgende Kette 
angeordnet: 


Hg/Hg,Cl, gesittigte KCl — n/50-Glycin-Kupferlésung / Cu. 


Bei der Messung zeigte sich, daB sich ein konstantes Potential 
nicht einstellte, und die Kupferelektrode angegriffen wurde. Da 
sich eine Legierung in elektrolytischer Beziehung wie das un- 
edlere Metall verhalt, wurde als Cu-Elektrode eine Silber— 
Kupferlegierung 1:1 verwendet, die jedoch auch angegriffen 
wurde, wenn auch viel langsamer, und kein konstantes Poten- 
tial ergab. Eine Gold—Kupferlegierung (14 Kar.) gab zwar 
konstante Werte, die aber viel zu hoch ausfielen. So lieB 
sich zunaichst auf diese Weise ein brauchbarer Wert zur Be- 
stimmung der Kupferionenkonzentration nicht erreichen. 


Versuch der Bestimmung der Kupferionenkonzentration 
auf biochemischem Wege. 


Diesem Versuch liegt der Gedanke zugrunde, daB bei 
einer bestimmten Kupferionenkonzentration einer Lisung In- 
fusorien abgetétet werden. So wurden Liésungen von Amino- 
saurekupfersalzen verschiedener Konzentration auf Infusorien 
einwirken gelassen und deren Bewegung und Abtiétung unter 
dem Mikroskop beobachtet. Zusatz von Liésungen von Alanin- 
kupfer verschiedener Konzentration zu infusorienhaltigem Wasser 
zeigte, daB diese in ihrer Bewegung stark geschidigt werden, 
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einzelne waren bereits abgestorben, wihrend andere noch ge. 
ringe Bewegung zeigten. Eine scharfe Grenze war nicht fest- 
zustellen. 


Zusammenfassung. 


1, Die Leitfahigkeitsmessungen der Kupfersalze von «-Amino- 
monocarbonsiuren haben eine sehr geringe spezifische Leit- | 
fihigkeit ergeben (GréBenordnung 1075). Sie unterscheiden 
sich voneinander nicht wesentlich auBer einer geringen Ab- 
nahme von x mit steigender MolekulargréBe (Verlangerung 
der Kohlenstoffkette). Einen besonders kleinen Wert fiir x 
weist Leucinkupfer auf. Mit wachsender Verdiinnung nimmt 
die spezifische Leitfahigkeit zu. Die geringe Leitfaihigkeit 
deutet darauf hin, daB die Kupfersalze der Aminosiuren sehr 
wenig dissoziiert sind. 

2. Die Leitfahigkeitsmessungen der Kupfersalze von 
«-Aminodicarbonsiiuren zeigen besondere Verhiltnisse. 


Das normale Kupfersalz der Asparaginsiure, zweibasisches 
Salz, zeigt eine geringe spezifische Leitfihigkeit. Das Asparagin- 
kupfer zeigt eine den oben angefiihrten Aminosiurekupfersalzen 
iihnliche Leitfihigkeit. Das zweite dunkelgriine Salz kam fiir 
diese Untersuchung nicht in Betracht, da es in Wasser un- 
léslich ist. 


Bei der Glutaminsiure hingegen zeigt das dunkelblaue, 
in Wasser sehr leicht lésliche Kupfersalz Il, das annahernd 
(seiner Zusammensetzung nach) dem einbasischen Kupfersalz 
entspricht, eine um die GréBenordnung 10~! bessere spezifische 
Leitfahigkeit als simtliche untersuchten Aminosiurekupfersalze. 
Das deutet auf eine bedeutend stiirkere Dissoziation hin, als 
die tibrigen Kupfersalze der Aminosiuren sie aufweisen. Das 
griin-blaue Kupfersalz (I) der Glutaminsiure schlieBt sich in 
seinem Verhalten den oben aufgefiihrten Salzen an. 


3. Die beiden optisch-aktiven Komponenten des Tyrosin- 
Kupfersalzes zeigen merkwiirdigerweise ein verschiedenes Ver- 
halten. Das 1-Tyrosinkupfer zeigte eine héhere spezifische 
Leitfahigkeit als die optische Antipode. Es diirfte diese 
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Erscheinung mit sterischen Verhiltnissen zusammenhangen. 
Kine Wiederholung des Versuches ergab die gleichen Resultate. 

4. Die untersuchten Kupfersalze der Polypeptide zeigen 
fir die spezifische Leitfahigkeit dieselben Werte, wie die 
Kupfersalze der Aminosiuren. Auffallend ist das Verhalten 
des inaktiven Leucyl-leucin-Kupfers. Wahrend schon das 
Leucin-Kupfer eine sehr geringe spezifische Leitfahigkeit zeigt, 
ist die spezifische Leitfihigkeit des Leucyl-leucin-Kupfers um 
die GréBenordnung 107! kleiner als die der iibrigen unter- 
suchten Dipeptide. 








Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts der 
Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1926.) 





Elektroreduktion der Dehydrodesoxycholsaure: 
Oxyketocholansaure; Uberfiihrung des Reaktionsproduktes in 
7-Ketocholansaure. 


Durch elektrolytische Reduktion an einer Bleikathode ist 
vor einer Reihe von Jahren von M. Schenck?) aus Dehydro- 
cholsaure, C,,H,,0,, eine Verbindung erhalten worden, die von 
den drei CO-Gruppen der genannten Saure noch zwei enthielt, 
wihrend das dritte Carbonyl zur Alkoholgruppe reduziert worden 
sein muBte: Reduktodehydrocholsaure, C,,H,,0,. Diese 
Substanz erwies sich als identisch mit einem Produkt, dessen 
Auftreten bei der Natriumamalgam-Reduktion der Dehydro- 
cholsiure bereits Hammarsten?”)- beobachtet hatte, das aber 
von ihm nicht analysiert und nicht naher untersucht worden 
war. Spiter haben dann W. Borsche, O. Weickert und 
F. HallwaB%) Reduktodehydrocholsiure noch auf anderen 
Wegen hergestellt. Borsche und HallwaB konnten auch die 
beim damaligen Stand der Cholséureforschung sehr wahrschein- 
liche Annahme, daB das Hydroxyl der Reduktosiure im Ring I 
(siehe Formel I) sich befindet, beweisen,-indem sie den Athyl- 
ester der Séure durch Destillation bei vermindertem Druck unter 





') Dies Zs. Bd. 63, S. 308 (1909); Bd. 69, S. 383 (1910). 
2) Chem. Ber. Bd. 14, S. 71 (1881). 
3) Chem, Ber. Bd. 55, S. 3318 (1922). 
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Wasserabspaltung in Diketocholensiureathylester, C,,H,,O, (II), 
iiberfiihrten und diesen katalytisch zum Athylester der bereits 
bekannten #-Diketocholansiiure, C,,H,,O, (IID), hydrierten, 


CH, CH, 
OC 13 CH OC CH 
| Ill C,,H,,- COOH | | C,,H,,- COOC,H-. 
HC. CHI Ho) OCH 
wee ee a Pie ae 
H,C C—-———_CH, H,C C —CH, 
a; | Bae | | | 
HO-HC 3 CH :+CO HC CH CO 
eo ai 
CH, CH, CH CH, 
I. Reduktodehydrocholsiure’), Il. Diketocholensiureithylester *), 
CH, 
ia 
OC CH) - 
| | C,>H,,* COOH 
HC CH || 


* Oo ©€—oF 
| | 
nC 8 06©CHh.CUOB,, 


i all 
CH, CH, 
Ill. $-Diketocholansiure. 


Auch gelang es Borsche und HallwabB’), Redukto- 
dehydrocholsiure durch Ersatz der beiden Ketogruppen durch 
Methylengruppen nach der Methode von L. Wolff in 3-Oxy- 
cholansiure umzuwandeln, die mit der von Wieland und 
Weyland aus Rindergalle isolierten Lithocholsiure bis auf 
die Drehung iibereinstimmte, wihrend das Drehungsvermégen 
ungefahr das gleiche war, wie es von H. Fischer fir diese 
Siure angegeben wurde. 


1) Das Carbonyl des Ringes III ist in Stellung 13 angenommen 
worden (H. Wieland und O. Schlichting, Diese Zs. Bd.123, §. 213 
(1922)), nach neueren Untersuchungen von A. Windaus und A. van 
Schoor (Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (1926)), sowie von W. Borsche und 
R. Frank (Chem. Ber. Bd. 59, S. 1748 (1926)) soll es sich aber in Stel- 
lung 12 befinden. Eine endgiiltige Kliirung der Frage steht noch aus. 

*), Lage der Doppelbindung hypothetisch. 

"%) Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3324 (1922). 
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Dehydrodesoxycholsiure (c - Diketocholansiure), C,,H,,0,. 
das erste Oxydationsprodukt der Desoxycholsiiure, unterscheidet 
sich von der Dehydrocholsiure bekanntlich nur durch das 
Fehlen des Carbonyls in Ring III.1) Bei der Clemmensen- 
Reduktion der «-Diketocholansiure erhielten H. Wieland und 
K. Boersch?) eine Monoketosaéure, C,,H,,0,, die spater als 
7-Ketocholansiure charakterisiert werden konnte.*) Neben dieser 
Siure beobachteten sie unter bestimmten Bedingungen das 
Auftreten einer Oxyketocholansiure, C,,H,,0,. Hine Verbin- 
dung von der gleichen Zusammensetzung wurde von Borsche 
und Hallwa8‘) durch Natriumamalgam-Reduktion der «@-Di- 
ketocholansiure gewonnen. Borsche und HallwaB halter 
das Reaktionsprodukt fiir identisch mit der Oxyketosiiure vor 
Wieland und Boersch, wenn auch im Schmelzpunkt der 
freien Siure eine gewisse Differenz besteht. 

Wir haben neuerdings das elektrolytische Reduktions- 
verfahren auf Dehydrodesoxycholsiure angewandt und sind so 
ebenfalls zu einer Oxyketocholanséure gelangt. Sie diirfte mit 
der Verbindung von Borsche und HallwaB identisch sein 
und wurde als freie Siure und in Gestalt des Athylesters 
analysiert, auch stellten wir zur Kennzeichnung der Ketogruppe 
das bisher noch nicht beschriebene Oxim des Athylesters her. 
Bei unseren Versuchen beobachteten wir, daB die Reduktion 
der «-Diketocholansiure nicht so leicht erfolgt, wie die der 
Dehydrocholsiure, wir muSten vielmehr bei der ersteren Siure 
eine gréBere Stromdichte zur Anwendung bringen, als dies bei 
der elektrolytischen Bereitung der Reduktodehydrocholsiure notig 
war, auch waren trotz der gréBeren Stromstirke die Ausbeuten 
nicht sehr hoch. Es steht dies in Kinklang mit den Angaben 
von Borsche und HallwaB (a. a. O. 8.3318 u. 3319), wonach 





) W. Borsche u. E. Rosenkranz, Chem. Ber. Bd. 52, 8. 342 
(1919); H. Wieland u. A. Kulenkampff, ..Diese Zs. Bd.108, S. 295 
(1919); H. Wieland, a. a. O. S. 306. 

*) Diese Zs. Bd. 106, S. 190 (1919). 

8) H. Wieland u. P. Weyland, Diese Zs. Bd. 110, S 123 (1920): 
H. Wieland u. F. Adickes, Diese Zs. Bd. 120, S. 232 (1922). 

‘) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3318 (1922). 
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Dehydrocholsiureiathylester in einer wasserhaltigen Mischung 
von Ather und Benzol beim Kochen mit amalgamiertem Alu- 
minium mit hoher Ausbeute zum Reduktosiureester reduziert 
wird, wahrend Dehydrodesoxycholsiureathylester unter diesen 
Bedingungen unveriindert bleibt. 

Ks unterlag wohl kaum einem Zweifel, daB die zur Alkohol- 
sruppe reduzierbare Ketogruppe in beiden Dehydrosiuren ein 
und dieselbe ist, ein strikter Beweis fiir diese Annahme war 
indessen noch zu erbringen. Wir haben diese Liicke in der 
unten naher beschriebenen Weise ausgefillt. Um die Stellung 3 
des Hydroxyls unserer Oxyketocholansiure zu beweisen, konnte 
man, wie Borsche und HallwaB bei der Reduktodehydro- 
cholsiiure verfuhren, versuchen, den Carbonylsauerstoff nach 
der Wolffschen Methode durch Wasserstoff zu ersetzen und 
auf diesem Wege zur Lithocholséiure oder unter Umstiinden 
zu einer mit dieser stereoisomeren 3-Oxycholansiure zu ge- 
langen. Einfacher erschien es uns, die Ketogruppe intakt zu 
lassen und das alkoholische Hydroxyl zu reduzieren, wobei 
7-Ketocholansiure hitte entstehen miissen (vgl.auch Wieland 
und Boersch, a.a. QO. 8.192). Wir glaubten dieses Ziel zu 
erreichen, indem wir nach der von H. Wieland und V. Wie- 
dersheim’) fiir die Reduktion der Dehydrodesoxycholséure zu 
7-Ketocholansiure gegebenen Vorschrift die alkoholische Liésung 
unserer Siure mit Zink und Salzsiiure erhitzten; es erwies sich 
aber dieser Weg als nicht gangbar. Wir haben deshalb analog 
dem von Borsche und HallwaB ausgefiihrten Versuch Oxy- 
ketocholansiureithylester (IV) der Vakuumdestillation unter- 
worfen, wobei unter Wasserabspaltung ein Ketocholensiure- 
ester (V) entstand, der bei der katalytischen Hydrierung 1 Mol. 
Wasserstoff aufnahm und in den entsprechenden gesittigten 
Kster iiberging. Letzterer lieferte nach der Verseifung 7-Keto- 
cholansiure (VI), die durch Analyse, Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt mit einem Kontrollpriparat als solche identifiziert 
wurde. Zur weiteren Kennzeichnung fiihrten wir eine kleine 
Probe der erhaltenen Ketosiure in das Oxim iiber und ver- 





*) Diese Zs. Bd. 150, S. 273 (1925). 
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= 


glichen dieses mit dem bisher noch nicht beschriebenen Oxim 
der 7-Ketocholansaiure, die nach Wieland und Wiedersheim 
bereitet worden war: ein Unterschied im Verhalten im Schmelz- 
punktsapparat war nicht festzustellen, auch der Mischschmelz- 
punkt blieb unverindert. Die beschriebenen Ubergiinge kommen 
durch das folgende Schema zum Ausdruck: 


CH, CH, 
om, r/ in 
H.C CH H, CH 
| | C,)H,,-COOC,H; | ( | C,)»H,,-COOC,H, 
HC CH Past H 
ie ol il a 
H,C C——-—-CH, H,C C——- CH, 
| | | | | 
HO-HC CH CO HC CH CO 
ae a ll al 
CH, (CH, CH CH, 
IV. Oxyketocholanséureathylester, V. Ketocholensiureithylester?), 
_ 
HO OH 
| | C,,H,,- COOH 
HC CH 


“ae ee oer 
> H.C C———CH, 
| | | 
H,C CH CO 
i lll 
CH, CH, 
VI. 7-Ketocholansdure. 


Wie oben erwihnt, besteht zwischen den von Wieland 
und Boersch einerseits und von Borsche und Hallwaf 
andererseits erhaltenen Priaparaten ein gewisser Unterschied 
im Schmelzpunkt der freien Sauren, wahrend die entsprechen- 
den Athylester bei der gleichen Temperatur schmolzen. Wir 
méchten uns der Meinung von Borsche und HallwaB an- 
schlieBen, daB beide Priparate — und damit auch die von 
uns elektrolytisch hergestellte Siure — identisch sind. Aller- 
dings erscheint es nicht ganz ausgeschlossen, daB ein kleiner 
Unterschied doch insofern besteht, als es sich bei der Siure 
von Wieland und Boersch um einen stereoisomeren K6rper, 


———————— 


1) Lage der Doppelbindung hypothetisch. 
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dessen Isomerie durch verschiedene riumliche Gruppierung der 
Liganden am C-Atom 3 bedingt ist, handeln kénute. 


Versuche. 


1, Elektroreduktion der Dehydrodesoxycholsiure. 
Die als Ausgangsmaterial benutzte Desoxycholsiiure (Kisessig— 
Choleinsiure) war dem einen von uns (Sch.) vor lingerer Zeit 
von der Chemischen Fabrik C. H. Boehringer Sohn, Nieder- 
Ingelheim, kostenlos geliefert worden, wofiir wir der Firma 
auch an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen 
modchten. — Die Oxydation der Desoxycholsiure zur Dehydro- 
siiure geschah in bekannter Weise. Schmelzpunkt der Dehydro- 
desoxycholsiiure (a-Diketocholansiiure): 188—189° Zur Re- 
duktion benutzten wir die gleiche Apparatur mit denselben Ab- 
messungen, wie sie von Schenck seiner Zeit fiir die Bereitung 
der Reduktodehydrocholsiiure verwendet worden war.}) Das | 
Klektrodenmaterial bestand wieder aus Blei, die Gesamtoberfliche | 
der Kathode, soweit sie in die Fliissigkeit eintauchte, betrug 
ungefahr 26 qcm. Die Kathode wurde einige Male in der 
friiher beschriebenen Weise nach Tafel ,,prapariert“, meist 
unterlieBen wir aber diese Vorbehandlung. Die Spannung des 
Stromes war 6 Volt, die Starke 2 Amp., die Dichte an der 
Kathode betrug also ungefaihr 0,077 Amp. pro qem. 1 g reine 
Dehydrodesoxycholsiure lésten wir in etwa 60 ccm einer wiBrig- i | 
alkoholischen Natronlauge, die auf 25 ccm wiBriger 10°/, iger | 
Natronlauge 7 ccm 95°/,igen Alkohols enthielt. Der Alkohol- 
zusatz erfolgte, um das Ausfallen des Natriumsalzes der Siiure 
zu verhindern. Als Anodenfliissigkeit diente eine Lauge von der 
gleichen Zusammensetzung. Den Strom lieSen wir 2 Stunden 
einwirken, die Temperatur in der Lésung an der Kathode stieg 
auf 35—40°. Nach Beendigung des Versuches wurde die 
Flissigkeit aus dem Kathodenraum in ein Becherglas gegeben, 
unter Nachspiilen und Verdiinnen mit Wasser, und das Reak- 
tionsprodukt mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Nach mehr- 
stiindigem Stehen saugte man den Niederschlag ab, wusch ihn 





") Diese Zs. Bd. 63, S. 309 (1909). 
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mit Wasser aus und trocknete ihn an der Luft. Dieses Roh- 
produkt enthielt indessen noch erhebliche Mengen unverinderter 
Dehydrodesoxycholsaiure (vgl. unten unter Versuch 2), es wurde 
deshalb nochmals in der wiaBrig-alkoholischen Lauge gelisi, 
nur in etwas starkerer Konzentration: 5 g in 60 ccm, und die 
Lésung weitere 2 Stunden dem Strom ausgesetzt. Nach Wieder- 
ausfillen, Auswaschen und Trocknen an der Luft wurde die 
Siure zur weiteren Reinigung in den Athylester iibergefiihrt, 
indem man 5 g der Saure in 35 ccm absolutem Alkohol léste 
und die Lésung mit einer Mischung von 15 ccm absolutem 
Alkohol und 5 ccm konz. H,SO, 2 Stunden am RiickfluBkihler 
erhitzte. Dann goB man die etwas gelblich-braun gefirbte 
alkoholische Flissigkeit in viel Wasser, setzte unter Umriihren 
verdiinnte Sodalésung bis zur alkalischen Reaktion hinzu, 
saugte den Ester nach kurzem Stehen ab, wusch ihn mit 
Wasser aus und trocknete ihn bei gelinder Temperatur. Das 
gut zerriebene Material wurde hierauf mit wenig eiskaltem 
Ather (der nach Wieland und Boersch den Ester der Oxy- 
ketosiure nicht lést) ausgezogen, die gelbgefirbte Atherische 
Lésung hinterlieB beim Verdcunsten eine weiche, wenig Neigung 
zum Krystallisieren zeigende Masse. Das vom Ather nicht 
Geléste krystallisierte man aus etwa 66°/,igem, waBrigem 
Alkohol ein- bis zweimal um und erhielt so den Oxyketo- 
cholansiiureithylester in reiner Form: Prismen, die bei 125 
bis 127° ganz schwach zu sintern begannen, aber erst bei 
132—134° schmolzen (Wieland und Boersch: 133°; Borsche 
und Hallwa8: 1381—132°). Fiir die Analyse wurde das Material 
bei 80—90° getrocknet. 


0,0957 g Substanz gaben 0,2611 g CO, und 0,0901 g H,O; 0,1012 g 
Substanz lieferten 0,2761 g CO, und 0,0944 g H,0O. 
Fiir C,,H,,.0, Ber. 74,59°/, C 10,12°/, H 
Gef. 74,43 74,489, C 10,54 10,449), H 


Die Ausbeute an reinem Oxyketocholansiuredthylester 
betrug mindestens 40°/, d. Th. (bezogen auf Dehydrodesoxy- 
cholsiiure als Ausgangsmaterial), die tatsiichliche Ausbeute an 
Oxyketocholansiiure war jedenfalls héher, da beim Verestern 




















Zur Kenntnis der Gallensiuren. 127 


infolge von Nebenreaktionen und beim Umkrystallisieren Ver- 
luste eingetreten waren. 

In anderen Fallen verfuhren wir in der Weise, daB wir 
5 g Dehydrodesoxycholsiiure, gelést in 60 ccm Lauge, direkt 
4 Stunden lang unter den obigen Bedingungen elektrolytisch 
reduzierten. Die Ausbeuten waren hier ungefahr dieselben, 
wie eben angegeben. 

Kin Teil des Athylesters wurde in die freie Siure iiber- 
cefiihrt, indem wir 1g Ester mit 3 ccm absolutem Alkohol 
und 4cem 5°/iger Natronlauge kurze Zeit erhitzten,° die 
Lésung mit Wasser stark verdiinnten und durch Zusatz von 
verdiinnter Salzsiure die Oxyketocholansiure ausfaillten. Nach 
Umkrystallisieren aus 50°/,iger Kssigsiure resultierten Nadeln 
bzw. Prismen, die bei 105—107° stark sinterten und, nach 
vorsichtigem ‘Trocknen bei 125°, bei 155—160° unscharf 
schmolzen. Es entspricht dieses Verhalten den Angaben von 
Borsche und HallwaB, wihrend Wieland und Boersch 
fiir ihre reine Saure als Schmelzp, 161° fanden. Unser Pri- 
parat enthielt wie das von Borsche und HallwaB Krystall- 
wasser. Borsche und HallwaB geben an, daf die exsiccator- 
trockne Substanz beim Trocknen bei 125° 1 Mol. Wasser ab- 
gibt; wir stieBen bei der Wasserbestimmung auf Schwierig- 
keiten, insofern als das Material einerseits etwas hygroskopisch 
sich erwies, andererseits beim Aufbewahren im Exsiccator 
(iber Atzkalk oder Schwefelsiure) langsam sein Krystallwasser 
abgab. So erlitt eine frisch bereitete Probe, die nach dem 
Umkrystallisieren zwischen Filtrierpapier gut abgepreBt worden 
war, beim Trocknen bei 125° einen Gewichtsverlust von 4,88°/,, 
wihrend fiir die Formel C,,H,,0,-+-H,O 4,41°/, Krystall- 
wasser sich berechnen. Dieselbe Probe, 1 Tag im Exiccator 
aufbewahrt, zeigte aber nur mehr einen Verlust von 3,92°/,. 
Bei anderen Proben, die langere Zeit im Exsiccator gestanden 
hatten, fanden wir beim Trocknen bei 125° noch weit gerin- 
gere Wasserverluste. Aus unseren Versuchen geht aber un- 
zweifelhaft hervor, daB die durch Umkrystallisieren aus 50°/,iger 
Kissigsiure frisch bereitete Oxyketocholansiure ein Mol. Kry- 
stallwasser, nicht mehr und nicht weniger, enthalten muB. 





Y 
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Das bei 125° getrocknete Material gab bei der Analyse mit 
der Theorie iibereinstimmende Werte. 

0,0987 g Substanz lieferten 0,2669 g CO, und 0,0874 g H,O; 0,0969 ¢ 
Substanz: 0,2620 g CO, und 0,0868 g H,0. 

Fir C,,H;,;,0, Ber. 73,80°/, C 9,81°/, H 
Gef. 73,77 78,76%, C 9,91 10,02%/, H 

Aus einer Probe des Oxyketocholansiureithylesters haben 
wir auch, zwecks Kennzeichnung der Ketogruppe, das bisher 
noch nicht beschriebene Oxim hergestellt, indem wir 0,5 ¢ 
Kster, in 12 ccm 95°/,igem Alkohol gelést, mit einer Auf- 
lésung von 0,5 g (= 6 Mol.) Hydroxylaminchlorhydrat und 1 ¢ 
krystallwasserhaltigem Natriumacetat in 3 ccm Wasser 3 Stunden 
auf dem Dampfbad erhitzten. Die Lésung blieb wabrend des 
Erhitzens klar, auch beim Erkalten erfolgte keine Ausschei- 
dung. Durch Zusatz von viel Wasser wurde deshalb das Re- 
aktionsprodukt ausgefallt und aus 66°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert. Es zeigte dabei die bekannte Erscheinung, in 
frisch gefalltem Zustande in heiBem Alkohol verhaltnismiBig 
leicht, einmal auskrystallisiert, aber sehr viel schwerer léslich 
zu sein. Als Krystallformen waren unter dem Mikroskop 
Tafeln und Platten zu erkennen; der Schmelzpunkt des Ester- 
oxims lag bei 168—170°, fiir die Analyse wurde es bei 116° 
getrocknet. 

0,2165 g Substanz gaben 6,3 cem N bei 16,5° und 1752,4 mm He. 

Fiir C,,H,,NO, Ber. 3,289, N —- Gef. 3,40°/, N 


2. Versuch, die Oxyketocholansiure zu 7-Keto- 
cholansiure zu reduzieren. Wie oben erwiahnt, bedienten 
wir uns bei diesem Versuch der von H. Wieland und 
V. Wiedersheim?) zur Uberfiihrung von Dehydrodesoxychol- 
siiure in 7-Ketocholansiiure gegebenen Vorschrift. 2 g des auf 
S. 126 erwihnten, durch zweistiindige elektrolytische Reduktion 
gewonnenen, lufttrockenen ,,Rohproduktes‘‘ wurden demgemiib 
in 25 ccm absolutem Alkohol gelést und mit 20 g granuliertem 
Zink (in kleinen Stiicken) und 10 ccm Salzsiure (D. 1,19) in 


einem mit eingeschliffenem Kiihler versehenen Kolben auf dem 





t) A. a. O. 
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Dampfbad zum Sieden erhitzt. Nach 8 Stunden und nach 


jeder weiteren Stunde wurden je 4 ccm Salzsiiure, zusammen 


noch 48 ccm, hinzugegeben; im ganzen dauerte also das Er- 
hitzen 15 Stunden. Aus der erkalteten Fliissigkeit schied sich 
das Reaktionsprodukt zum kleinsten Teil krystallinisch, in der 
Hauptsache in Gestalt einer fast farblosen, schmierigen Masse 
aus; es wurde ausgeithert, die Atherische Lésung mit Soda 
entsiuert, mit Natriumsulfat getrocknet und hierauf der frei- 
willigen Verdunstung iiberlassen. Den gréBtenteils krystalli- 
nischen, im itbrigen lackartigen Verdunstungsriickstand nahm 
man in 14 ccm absolutem Alkohol auf und erhitzte die Lésung 
mit einer Auflésung von 0,25 g Na in 4 com absolutem Alkohol 
10—15 Minuten lang auf dem Dampfbad. Dann wurde mit 
viel Wasser verdiinnt und das Verseifungsprodukt aus der 
Lisung mit Salzsiure ausgefillt. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus 75°/,iger Kssigsiure resultierten Blattchen 
bzw. flache Nadeln, die bei der Analyse (Trocknen bei 105°) 
76,89°/, C und 10,33°/, H ergaben, withrend fir Ketocholan- 
siure, C,,H,,0,, 76,95°/, C und 10,23°/, H sich berechnen. 
Die Krystalle schmolzen bei 184—-185°, ein nach Wieland 
und Wiedersheim aus «-Diketocholansiure bereitetes Ver- 
gleichspriparat verhielt sich ebenso, auch der Mischschmelz- 
punkt war der gleiche. 

Als wir den eben beschriebenen Versuch mit reiner Oxy- 
ketocholansiiure (iiber den Athylester gewonnen) wiederholten, 
sprach schon die verhaltnismaBig leichte Loslichkeit des Ver- 
selfungsproduktes in 50°/,iger Essigsiiure dafiir, da 7-Keto- 
cholansiiure kaum entstanden sein konnte, auch verhielt sich 
die umkrystallisierte Substanz im Schmelzréhrchen ganz ahn- 
lich dem Ausgangsmaterial, indem bei 105 —4107° starkes 
Sintern, bei 119—120° Aufschiumen eintrat, wihrend die vor- 
sichtig bei 115° getrocknete Verbindung unscharf bei etwa 
150—155° schmolz. 7-Ketocholanséure war also nicht oder 
héchstens in sehr bescheidenem Umfange gebildet worden, 
jedenfalls lieB sie sich nicht isolieren. DaB diese Saure bei 
dem mit dem ,,Rohprodukt* angestellten Versuch erhalten 
werden konnte, war ohne Zweifel darauf zuriickzufiihren, dab 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIII. 9 
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das Rohprodukt neben Oxyketocholansiure noch unverinderte 
Diketosiiure enthielt, die unter den Bedingungen des Ver- 
suchs in bekannter Weise in die Monoketosiure iiher- 
gegangen war. 

3. Ketocholensaiuredthylester, C,,H,,0,, aus Oxy. 
ketocholansaureathylester, C,,H,,O,. Die Wasserabspal- 
tung aus Oxyketocholansaureester geschah, wie bereits gesagt, 
in ganz entsprecherder Weise, wie Borsche und HallwaB Re- 
duktodehydrocholsiureiathylester in Diketocholensiureithylester 
iiberfiihrten. Dementsprechend wurde jedesmal 1 g Oxyketo- 
cholansiiureithylester in eine kleine Hartglasretorte eingefiilli, 
durch vorsichtiges Krwirmen zum Schmelzen gebracht und 
nach dem Erkalten, um ein eventuelles Uberschitumen zu ver- 
hindern, mit etwas Glaswolle iiberschichtet. Die Retorte befand 
sich wihrend der Destillation in einem wiirfelf6rmigen Kiistchen 
aus Asbestpappe, aus dessen einer Seite der Retortenhals 
herausragte, wihrend in zwei gegeniiberliegenden Seiten Fenster 
aus Glimmer eingesetzt waren, die eine Beobachtung des Re- 
torteninhalts gestatteten. An den Retortenhals schloB sich eine 
Vorlage, an diese eine Vakuum-Olpumpe an. Der Druck betrug 
3—10 mm Hg; das Anheizen erfolgte ganz allmihlich, bei 
etwa 250° (auBerhalb der Retorte gemessen) begann das Re- 
aktionsprodukt iiberzugehen, die Temperatur wurde weiter bis 
auf 305—310° gesteigert; die Versuchsdauer belief sich auf 
1—11/, Stunden. Das Destillat erstarrte im Retortenhals zu 
einer teils glasigen, teils weiBen, krystallinischen Masse. Der 
(sewichtsunterschied der beschickten Retorte vor und nach der 
Destillation war etwas gréBer, als der Abspaltung von 1 Mol. 
Wasser entspricht. Nach Beendigung des Versuchs sprengte 
man den Retortenhals ab, léste das Destillat in heibem abso- 
luten Alkohol, dampfte die Lésung stark ein und setzte nach 
dem Erkalten viel Wasser hinzu. Das ausgeschiedene Produkt 
krystallisierte man aus 66°/,igem Alkohol um, wobei nadel- 
formige Krystalle resultierten, die nach vorhergehendem 
schwachen Sintern bei 103—105° schmolzen. Die Analyse 
ergab, daB der Kohlenstoftgehalt um etwa 1°/, hinter der Theorie 
zuriickblieb. 
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0,1062 g Substanz (exsiccatortrocken) lieferten 0,2994 g CO, und 

9.0950 g H,O. 
Fiir C,,H,,O, Ber. 77,95 °/, C 10,07°/, H 
Gef. 76,91 10,01 

Der Ester wurde nun noch zweimal aus 66°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert, er schmolz danach nicht ganz scharf bei 105 
bis 108° und gab bei der Verbrennung mit der Theorie iiber- 
einstimmende Werte. 

0,1038 g Substanz (exsiccatortrocken) lieferten 0,2954 g¢ CO, und 
0,0954 g H,O. 

Fiir C,,H,,0,; Ber.  77,95°/, C 10,07°/, H 
Gef. 77,64 10,28 

Die alkoholische Lésung des Esters entfirbte Bromwasser. 

4. 7-Ketocholanséure, C,,H,.0,, aus Ketocholen- 
siureithylester, C,,H,,O,. Die Hydrierung des ungesittigten 
Ksters geschah in bekannter Weise. Als katalytisch wirkende 
Substanz benutzten wir einen Palladium—Bariumsulfat-Kataly- | 
sator; er war uns in liebenswiirdiger Weise von Herrn Ge- | 
heimrat C. Paal, dem wir hierfiir unseren ergebensten Dank | 
sagen, zur Verfiigung gestellt worden. Um Material zu sparen, 
wurde ein nur einmal (vgl. oben) umkrystallisiertes Praparat 
verwendet (gef. 77,86°/, C und 10,07°/, H; ber. 77,95°/, C 
und 10,07°/, H). 0,5 g des Esters wurden in 30 cem absolutem 
Alkohol gelést und die Lésung mit 0,5 g des vorher pripa- 
rierten Katalysators und Wasserstoff von Atmosphirendruck 
eine Stunde lang geschiittelt. Dann lie’ man noch zwei Stunden, 
ohne zu schiitteln, stehen und brach hierauf den Versuch ab. 
Die Wasserstoffaufnahme betrug etwa 84—85°/, der fiir ein 
Molekiil H, berechneten Menge. Die Lisung wurde vom Barium- 
sulfat—Palladium abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasserbad 
stark eingeengt und hierauf mit etwas mehr als der berech- 
neten Menge 5°/,iger Natronlauge kurze Zeitlang erhitzt. Nach 
Verdiinnen mit viel Wasser fiallte man aus der Lésung durch 
verdiinnte Salzsiiure das Verseifungsprodukt aus und krystalli- 
sierte dieses zweimal aus 75°/,iger Essigsiiure um. Es wurden 
Blattchen bzw. flache Nadeln erhalten, die bei der Analyse 
die verlangten C- und H-Werte gaben. 


g* 
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0,1164 g Substanz (bei 110° getrocknet) lieferten 0,3270 ¢ CO, und 
0,1058 g H,O. 
Fiir C,,H,,0, Ber.  76,95°/, C 10,23°/, H 
Gef. 76,64 10,17 


Die Krystalle schmolzen bei 185°, ein nach Wieland 
und Wiedersheim aus @-Diketocholansiure hergestelltes Ver- 
gleichspraparat von 7-Ketocholansiure zeigte denselben Schmelz. 
punkt; auch der Mischschmelzpunkt war der gleiche. 

Zur weiteren Charakterisierung haben wir aus dem Ver- 
gleichspraparat und aus unserer durch katalytische Hydrierung 
gewonnenen Siure Oxime bereitet. 0,4 g des Vergleichspriipa- 
rates wurden in 8 ccm 95°/,igen Alkohols gelést und mit einer 
Auflésung von 0,85 g (= ungefahr 4,5 Mol.) Hydroxylaminchlor- 
hydrat in 4 ccm 5°/,iger Natronlauge 2 Stunden auf dem 
Wasserbade erhitzt. Die Fliissigkeit blieb dabei klar (ab- 
gesehen von ganz geringen Mengen einer flockigen Ausschei- 
dung), sie wurde nach dem Erkalten mit verdiinnter Essigsiiure 
angesduert und die entstandene Fallung aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Das Oxim léste sich in dem Alkohol sehr 
schwer, kam aber beim Erkalten und Stehen nur langsam in 
Gestalt von feinen Krystillchen aus der Lésung wieder heraus. 
Unter dem Mikroskop erschienen die Krystalle tei!s als kurze 
Prismen, teils als charakteristisch geformte Gebilde: diese 
hatten fast rechteckige Gestalt, nur waren die beiden, nicht 
genau gleichen, kiirzeren Seiten schwach nach auBen, die beiden 
Liingsseiten schwach nach innen gekriimmt. Das Oxim gal 
im Schmelzréhrchen bei etwa 245° eine braune, aufschiumende 
Schmelze, nachdem bereits von 185° an ganz geringgradiges 
Sintern, von etwa 225° an gelbliche, allmihlich stirker werdende 
Verfarbung festzustellen waren. 

0,1763 g Substanz (bei 110° getrocknet) lieferten 5,2 ecm N_ bei 
15° und 760,4 mm Hg. 

Fiir C,,H,,NO, Ber. . 8,60°/) N 
Gef. 3,50 


Kine kleine Probe der durch katalytische Hydrierung er- 
haltenen Siure wurde in der gieichen Weise behandelt, hier 
schied sich das Oxim, da die Liésung nur schwach alkalisch 
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war, wahrend des Erhitzens teilweise aus. Ohne Riicksicht 
hierauf zu nehmen, war die weitere Verarbeitung dieselbe, wie 
oben beschrieben. Es resultierten kurze Prismen (die eigen- 
artigen Formen mit den gekriimmten F lichen fehlten), die den- 
selben Schmelzpunkt wie das Vergleichspriiparat aufwiesen. 
Auch der Mischschmelzpunkt der beiden Oxime blieb auf der 
cleichen Hohe. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat uns 
bei Ausfiihrung der vorstehenden Arbeit in sehr dankenswerter 
Weise durch Geldmittel unterstiitzt. 








Kalium-, Natrium- und Calciumgehalt des Blutes 
nach Einnahme von Calciumchlorid. 


Von 


J. Weber und W. Krane. 


Aus dem Physiologischen Institut der Westfilischen Wilhelms-Universitit Miinster. 
Direktor: Prof. Dr. R. Rosemann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Dezember 1926.) 


Die BeeinfluBbarkeit des Blutkalkspiegels durch Calcium- 
zufuhr ist in neuester Zeit eingehender experimenteller Priifung 
unterzogen worden. Eine Reihe von Untersuchern konnte in- 
folge von Calciumzufuhr durch den Magendarmkanal eine mehr 
oder weniger ausgesprochene Erhéhung der Blutkalkwerte fest- 
stellen’), wihrend andere sie véllig vermiBten.”) Im allgemeinen 
wird angenommen, da kleine Calciumgaben unwirksam sind, 
groBe aber eine deutliche Steigerung des Blutkalkgehaltes be- 
wirken, die nur von kurzer Dauer ist. Subnormale Kalkwerte 
lassen sich auf die Norm erhéhen, alsdann pflegt die normale 
Hohe laingere Zeit bestehen zu bleiben. 

Die Mehrzahl der Untersuchungen wurde am Biutserum 
angestellt. Im Serum haben Anderungen des Kalkgehaltes 
auch Verinderungen des Kaliumspiegels zur Folge, da das 
Verhiltnis K/Ca im Serum einigermaBen konstant ist.*) Er- 


1) Mason, Jl. of Biol. Chem. Bd. 47, S. 3 (1921); Denis u. Tal- 
bot, Amerie. Jl. dis. of children Bd. 21, 8.29 (1921); Bliihdorn u. 
Thyssen, Klin. Ws. Bd. 2, S. 78 (1923); Matz, Americ. Jl. of tubercul. 
Bd. 11, S. 250 (1925); Oltramare, Schweiz. Med. Ws. Bd, 54, S. 55 
(1924). 

*) Jakobowitz, Jb. f. Kindh. Bd. 92, 8. 256 (1920); Denis u. 
Minot, Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, 8, 357 (1920). 

8) Schade, Die physik. Chemie in der inneren Medizin. Dresden 
und Leipzig 1923. 
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hdhung des Blutkalkes zieht auch Kalium ins Serum, eine 
Tatsache, die haufiger mit biologischen als mit chemischen 
Methoden bestiitigt worden ist.!) Neuerdings untersuchten 
Kylin und Myhrmann?) das Verhiltnis K/Ca und fanden, 
dab sein Wert im Serum des Gesunden zwischen 1,70 und 
2,15 schwankt. 

Der unter normalen Verhiltnissen konstante Calciumgehalt 
des Blutes kann in pathologischen Fallen betriichtlich schwanken. 
Als Normalwerte werden im Serum angegeben: 9,2—11,0 mg °/, 
Ca (@yérgy)*), 11,5 mg-°/, Ca(Bliihdorn und Thyssen)‘), doch 
wurden auch niedrigere Werte gefunden.®) Fiir das Gesamt- 
blut nimmt Jansen®) 9,2—11,2 mg-°/, Ca als Normalwert an, 
doch findet er auch 7,0 und 7,84 mg-°/, Ca beim Gesunden. 
Der Kaliumgehalt des Blutes betrigt in der Norm 19,2 bis 
20,0 mg-°/, K im Serum‘), im Gesamtblut 173 mg-°/, K.) Aus 
diesen Angaben wiirde sich fiir das Gesamtblut das Verhiltnis 
K/Ca auf etwa 17,3 berechnen. 

Bei den augenfilligen Erfolgen, die sich bisweilen bei 
Verabreichung von Kalk zu therapeutischen Zwecken beob- 
achten lassen, hat die Frage nach der Wirkunsweise des Cal- 
clums im Kérper ganz besondere Bedeutung. LEjinige Unter- 
sucher glauben, daB die Calciumzufuhr die Wirkung einer 
Siiuretherapie habe, und stellen sich vor, daB z. B. eingefiihrtes 
CaCl, sich im Sinne der Gleichung 3CaCl,+ 2Na,HPO, = 
Ca,(PO,), + 4NaCl-+ 2HCl umsetzt*), andere Untersucher 
nehmen eine spezifische Wirkung des Calciums an.!’) Weitere 
Aufschliisse bringen wiirde vielleicht eine systematische Unter- 


'y Koller, Arch. f. exp. Pathol. u. Therap. Bd. 102, S. 23 (1924), 

*) Kylin u. Myhrmann, Klin. Ws. Bd. 4, S. 1870 (1925). 

*) Gyorgy, Klin. Ws. Bd. 1, 8. 1399 (1922). 

‘) Blihdorn u. Thyssen, a. a. O. 

*) Biligheimer, Klin. Ws. Bd. 1, 5. 256 (1922). 

*) Jansen, Dtsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 14, 8. 144 (1924). 

7) Mandel-Steudel, Minimetrische Methoden. Berlin u. Leipzig 
1924, 

‘) Blanchetiére, C. R. Bd. 92, 8. 491 (1925). 

‘) Gyorgy, aa. O. 

' Lorenz, Klin. Ws. Bd. 1, 8. 2043 (1922). 
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suchung der durch Calciumzufuhr bedingten Ionenverschie- 
bungen im Blut, die sich auf alle lonen des Blutes erstreckoy 
miBte und natiirlich nur bei Kinhaltung der strengen Bedin- 
gungen eines Stoffwechselversuches beweisend sein kénnte. 
Solche Versuche legen bisher noch nicht vor. 

Gelegentlich eines 14tagigen Stoffwechselversuches, der 
am hiesigen Institut zu anderen Zwecken durchgefiihrt wurde, 
konnten wir in dieser Richtung Beobachtungen anstellen, die 
sich vorliufig auf die Bestimmung von Ca, K und Na im Blut 
beschrinkten. Uber die fiir unsere Betrachtung wesentlichen 
Kinzelheiten des Versuches sei kurz berichtet: 

Als Versuchsperson diente ein 24jaihriger Student von 
68 kg Koérpergewicht. Er befand sich in schlechtem Erniih- 
rungszustand und hatte die beiden letzten Tage vor Versuclhis- 
beginn keinerlei Nahrung aufgenommen. Der Calciumgehalt 
des Gesamtblutes zeigte den Wert von 7,43 mg-°/, Ca. Wah- 
rend des ganzen Versuches bestand die Nahrung tiiglich aus 
150 g Wurst, 150g Kise, 100 ¢ Butter, 300 g Zwieback. 
100g Zucker, 30g Kakao, dazu 2500 g Wasser, sie hatte 
einen Caloriengehalt von rund 3400 Cal, war also rehr reich- 
lich. Der lonengehalt der Nahrung wurde durch Analysen 
ermittelt. Die T'agesnahrung enthielt 2,0 g Ca, 2,2 ¢ K und 
5,5 g Na, war also sehr kalkreich, hauptsachlich infolge des 
hohen Kalkgehaltes des Kises. Vom 6. Tage an wurde tiiglich 
1,3 g Ca als CaCl, innerlich in drei gleichen iiber den Tag 
verteilten Gaben verabreicht, und diese Zulage vom 12. Tage 
an wieder abgesetzt. Wihrend des ganzen Versuches war die 
N-Bilanz ausgesprochen positiv, am 15. Tage war das Kérper- 
gewicht 70,5 kg, der Ernahrungszustand gut. 

Durch Venenpunktion wurden taglich aus einer Armvene 
7—9 ccm Blut entnommen, und zwar an den aufeinander 
folgenden Versuchstagen abwechselnd morgens niichtern und 
3 Stunden nach der Hauptmahizeit. Das Blut wurde in 
destilliertem Wasser aufgefangen, gewogen und nach Hintritt 
der Himolyse mit Trichloressigsiure enteiweiBt, die Ca-, K- 
und Na-Bestimmungen nach Cramer und Tisdal_ vor- 
genommen. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 1. 
—_— Bemer- Na_ | Durch- Durch- Durch- 
kungen | mg-°/, | schnitt schnitt schnitt 
8. III. 26] niichtern} 179 
9, III. 26] mittags | 223 aa — iow 
10, ILI. 26 } niichtern — 
11. 111.26] mittags 198 182 l 
188 10,67 
12. II]. 26} niichtern! 182 | 
3. 11]. 26] mittags | 143 | 
14. III. 26} niichtern} 196 
15. LIL. 26] mittags | 706 
16. Lt. 26] niichtern} 145 | 
187 175 13,02 
17. ILI. 26] mittags 161 
. is 235 
18. Lf. 26] niiehtern}| 5... 
8. [11.26] mittags | 223 | 
19. Il. 26] niichtern}] 229 | | 
| 
20. IIL. 26} mittags 201 
21. LIL. 26} niiehtern} 231 | 208 | 180 12,72 
21. IIL. 26] mittags 232 
22. LI. 26} niichterm} 145 
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Bei Versuchsbeginn zeigt der Calciumspiegel des Blutes 
eine sehr geringe Hohe, wie es fiir den Hungerzustand charak- 
teristisch ist.') Unter dem Einflu8 der reichlichen und kalk- 
reichen Nahrung hebt sich der Kalkspiegel sehr bald zu nor- 
maler Hiéhe. Mit Kinsetzen der CaCl,-Zufuhr am 6. Versuchs- 
tage erfahrt er fast augenblicklich eine weitere Sicigerung um 
ungefahr 30°/,, so daB am 6. Tage 3 Stunden nach der Haupt- 
mahlzeit der Calciumgehalt des Blutes 13,96 mg-°/, betriigt. 
Noch am folgenden Morgen betriigt im niichternen Zustand 
der Calciumgehalt 13,63 mg-°/); er sinkt zwar wihrend der 
nichsten Tage ein wenig, bleibt aber auch nach Aussetzen 
der CaCl,-Zufuhr erheblich itiber der Norm. Autfailend ist. 
dai der Kalkgehalt des Blutes im niichternen Zustand nur 
wenig von dem 3 Stunden nach der Hauptmahlzeit beobachteten 
abweicht, sehr oft sogar beide Werte vollig iibereinstimmen. 

Die Kaliumwerte sind gleichfalls anfangs unternormal und 
steigen allmihlich unter dem Einflu8 der Ernihrung auf nor- 
male Hohe, ohne sich spater wesentlich iiber die Norm zu 
erheben. Jedenfalls scheint im Gesamtblut auf die Steigerung 
des Calciumgehaltes keine wesentliche Kaliumvermehrung zu 
erfolgen, wie es im Blutserum beobachtet wird. 

Die Natriumwerte sind auffallender Weise wihrend der 
ganzen Versuchsperiode trotz der vollig gleichmiBigen Er- 
nihrung sehr schwankend, Es sei dazu bemerkt, daB die 
Natriumausscheidung im Harn auffallige Schwankungen giinz- 
lich vermissen lief. 


In der Tab. 2 sind aus den obigen Versuchsergebnissen 


die Werte fiir - es ~ fiir =. und fiir 2 berechnet. Diese 
Ca K Ca 


Verhiltniszahlen weisen im Blutserum eine gewisse Konstanz 
auf. Uber die Verhiltnisse im Gesamtblut liegen dagegen 
bisher nur wenige Angaben vor. Wie aus der T'abelle zu er- 
sehen ist, weisen sie ganz bedeutende Schwankungen aut. 


Das Verhiltnis — bewegt sich in den obigen Versuchen 





1) Jakolewa, zitiert nach Ber. tiber d. ges. Phys. u. exp, Path. 
Bd. 33, S. 719 (1926). 
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Tabelle 2. 























Na+K Na K 

Datum Bemerkungen | - Ca K Ca 
8. II. 26 niichtern 43,5 1,22 19,6 
9. Ili. 26 mnittags 50,9 1,46 20,7 
10. III. 26 niichtern ~~ — — 
11. IIL. 26 mittags 34,5 1,13 16,2 
12. III. 26 niichtern 34,6 0,95 re By 
13. II. 26 mittags 21,8 0,89 11,5 
14. III. 26 niichtern 27,8 1,06 13,5 
15. III. 26 mittags 26,9 1,23 12,0 
16. IU. 26 niichtern 23,2 0,80 12, 
17. IIT. 26 mittags 29,2 0,92 15,3 
18. III. 26 niichtern 34,8 1,28 15,3 
18. II]. 26 inittags 32,7 1,30 14,2 
19. II]. 26 niichtern 33,8 1,26 15,0 
20. III. 26 mittags 29,6 1,12 14,0 
21. IIL. 26 niichtern 30,0 1,25 13,3 
21. III. 26 mittags —_ 1,25 —- 
22. III. 26 niichtern 26,0 0,87 13,4 


zwischen 11,5 und 20,7 und zwar senkt sich zunichst der 
Wert unter dem EinfluB der Kalkzufuhr. Es ist das lediglich 
der zahlenmaBige Ausdruck der oben festgestellten Tatsache, 
daB der Kaliumgehalt des Gesamtblutes bei Kalkzufuhr zu- 
nichst nicht steigt. Die Vermehrung des K im Serum, die 
eine Erhéhung des Serumkalkspiegels zu beantworten pflegt, 
scheint also in einem Ubertritt von K aus den Zellelementen 
des Blutes in das Serum zu bestehen, ein Vorgang, der natiir- 
lich keine Anderung des Kaliumgehaltes des Gesamtblutes 


bewirken kann. 

K + Na 
Ca 

In der Literatur wird ein Mittelwert von 36,4 angegeben.’) 


Tabet >, Na 
Das Verhiltnis — 
scheint keinerlei RegelmiBigkeit zu zeigen. Von einer Be- 


Das Verhiltnis schwankt zwischen 21,8 und 50,9. 


bewegt sich zwischen 0,80 und 1,47 und 


') Blanchetiére, a.a. O. 
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rechnung von Mittelwerten wurde bei der geringen Anzahl der 
vorliegenden Zahlen abgesehen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Unternormale Blutkalkwerte werden durch kalkreiche 
Ernihrung fast augenblicklich zur Norm gesteigert. 

2. Aufnahme von Calcium chloratum fihrt zu weiterer 
Steigerung des Blutkalkes. 

3. Eine Erhéhung des Blutkalkspiegels hat keine wesent- 
liche Erhéhung des Blutkaliumspiegels zur Folge. 


4. Das Verhiltnis = im Gesamtblut ist bedeutenden 


Schwankungen unterworfen. 














Uber die Mikromethoxylbestimmung. 


Von 


A. Friedrich. 


(Aus dem Institute fiir med. Chemie der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3 Dezember 1926.) 


Bei der Bedeutung, welche die Methoxylbestimmung, 
speziell die Mikromethoxylbestimmung nach Preg1?) fiir mannig- 
faltige Fragestellungen der physiologischen Chemie besitzt, ist 
es wesentlich, sich iiber die Bedingungen und die VerlaBlichkeit 
der Methode einen klaren Einblick zu verschaffen. Die von | 
Pregl geschaffene Mikromodifikation der Zeiselschen Methoxyl- 
bestimmung stellt eine Vereinfachung des Apparates und der 
Arbeitsweise vor. Der schlifflose, aus einem Stiick geblasene 
handliche Apparat, die bequeme Art der Substanzeinwage 
mittels des Stanniolhiitchens und die automatische Filtration 
des Niederschlages direkt aus dem FiallungsgefiBe bilden Vor- 
teile, die der Genauigkeit der Methode zugute kommen miissen. 
Dennoch lassen sich nach der Mikromethode auch bei exaktester 
Arbeit keine besseren Resultate erzielen als mit der Makro- 
methode, und es gilt in beiden Fiillen dieselbe Fehlergrenze 
von 0,5°/,. Kinige hundert Mikromethoxylbestimmungen, die 
im Laufe der letzten Jahre zum Teil bei Untersuchungen iiber 
Lignin, zum Teil als Analysen fiir andere Zwecke ausgefiihrt 
wurden, gewihrten einen Einblick in das Funktionieren der 
Methode und wurden Anla8 zu den vorliegenden Untersuchungen. 
Zunichst konnte festgestellt werden, da bei Mikro- 
methoxylbestimmungen die Werte in der Regel tiefer gefunden 





) Fritz Pregl, Die quant. organ. Mikroanalyse. II. Aufl. Verl. 
J. Springer, Berlin 1923. 
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werden, als es die Theorie fordert. Nur in ganz vereinzelten 
Fallen wurden die theoretischen Werte erreicht oder iiber- 
schritten. Die Ergebnisse sind also analoge, wie sie von 
J. Herzig') fir die Makromethoxylbestimmung beschrieben 
wurden. Fiir die Beurteilung der Analysenresultate ist es je- 
doch nicht nur von Bedeutung, um wieviel die gefundenen 
Werte von der Theorie abweichen, sondern auch innerhalb 
welcher Grenzen die Analysenresultate von einer Substanz 
untereinander iibereinstimmen. Hier zeigt sich aber, daB die 
Analysenresultate untereinander viel besser stimmen als die 
gefundenen Werte im Verhiltnis zur Theorie. Ks wurde ge- 
funden, daB der Grad der Ubereinstimmung bei Doppel- 
bestimmungen nur von der analogen Arbeitsweise abhangig ist. 
Wahlt man bei solchen Bestimmungen vollkommen gleiche 
Bedingungen (auch eine annihernd gleiche Kinwage), so stimmei 
die Analysen innerhalb 0,1°/, tiberein, unabhangig von der 
Abweichung der gefundenen Werte zur Theorie. Die Méglich- 
keit, Analysenresultate innerhalb 0,1°/, reproduzieren zu kénnen, 
beweist aber, daB sowohl in der technischen Durchfiihrung der 
Bestimmung als auch in der Umsetzung der Substanz mit der 
Jodwasserstofisiure keine Fehler bedingt sein kénnen, welche 
die Abweichung der experimentell gefundenen Werte gegeniiber 
den theoretischen erklaren wiirde. Die Ursachen muBten da- 
her anderwirtig zu suchen sein. 


& 

Was zuniichst die Ausnahmsfille betrifit, bei welchen zu 
hohe Werte gefunden werden, so fiihrten die Untersuchungen 
zu folgendem Ergebnis: Zu hohe Werte kénnen, wenn man 
von zufilligen experimentellen Fehlern absieht, nur durch 
Ubergang von Jod in die Silbernitratlésung zustande kommen. 
Der zur Absorption von Jod in der Waschvorrichtung suspen- 
dierte rote Phosphor ist kein vollwertiges Absorptionsmittel. 
Fiigt man z. B. zu einer wiBrigen Jodlésung (0,027°/,) etwas 


1) Abderhalden, Handbuch der biol. Arbeitsmethoden, Abt, I. 
Teil 3, S$. 509. Verl. Urban u. Schwarzenberg, Wien-Berlin 1921. 
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roten Phosphor und schiittelt bei Zimmertemperatur, so kann 
eine Absorption von Jod innerhalb weniger Sekunden nur 
dann zustande kommen, wenn man eine sehr dichte Phosphor- 
suspension wihlt. Ist die Phosphorsuspension von geringerer 
Dichte, und dies ist beim Methoxylbestimmungsapparat der 
Fall, da der gréBere Teil des Phosphors am Boden liegen 
bleibt, so kann es mehr als 2 Minuten dauern, ehe die geringe 
Menge Jod aufgenommen wird. Dies beweist, daB die Um- 
setzung von Jod und rotem Phosphor bei Zimmertemperatur 
viel zu triige ist, um eine verlibliche Absorption von Jod zu 
sewihrleisten. DaB man bei Methoxylbestimmungs-Blind- 
versuchen (Versuche ohne Substanz oder mit methoxylfreier 
Substanz) trotzdem vollkommen cinwandfrei Resultate erzielen 
kann, beruht darauf, daB in den meisten Fallen die Wasch- 
vorrichiung fast gar nicht in Anspruch genommen wird, wo- 
von man sich iiberzeugen kann, wenn man bei solchen Ver- 
suchen Jodkaliumstirkelésung in die Waschvorrichtung einfillt. 
Die Inanspruchnahme der Waschvorrichtung hingt von der 
Art der Reaktion zwischen der zu analysierenden Substanz 
und der Jodwasserstofisiure ab, ob letztere dabei zersetzt und 
freies Jod gebildet wird) Der Fehler, welcher durch geringe 
Mengen iibergehenden Jods hervorgerufen wird, kam bisher 
nie zur Geltung, da er von einem zweiten, bei jeder Methoxyl- 
bestimmung auftretenden Fehler kompensiert wird, welcher im 
nachsten Abschnitt eingehend besprochen wird. 

Statt der Phosphorsuspension laBt sich mit besserem Er- 
folge eine 3°/,ige Natriumthiosulfatlésung verwenden, die vor 
der Phosphorsuspension den Vorteil hat, daB die frither be- 
sprochene mangelhafte Umsetzung mit Jod bei der homogenen 
Lésung nicht in Frage kommt. Die Thiosulfatlésung kann in 
dieser Konzentration auch mit der zur Absorption von Schwefel- 
wasserstoff gebriuchlichen 5°/,igen Cadmiumsulfatlésung ge- 
meinsam verwendet werden, da das Gemisch der beiden Lésungen 
bei Zimmertemperatur mehrere Stunden haltbar ist. Die beim 
Ausfallen von Cadmiumsulfid frei werdende Schwefelsiiure reicht 
im allgemeinen nicht aus, um aus dem Thiosulfat Schwefel- 
dioxyd in Kreiheit zu setzen. Sollte sich gelegentlich doch 
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freies Schwefeldioxyd bilden, so kann es das Versuchsergebnis 
nicht stéren, da das Silbersulfit bei der nachfolgenden Be- 
handlung mit Salpetersiiure glatt zerlegt wird. Uber die Kr- 
gebnisse, welche mit dem Gemisch von Natriumthiosulfatlésung 
und Cadmiumsulfatlésung erzielt wurden, unterrichten die in 
Tabelle I und II mitgeteilten Versuche, welche mit dem frisch- 
bereiteten Gemisch dieser Liésungen ausgefiihrt wurden. Au! 
die Wiedergabe weiterer Beleganalysen, welche alle zugunste, 
der Thiosulfatmethode ausfielen, wird wegen Raumersparnis 
verzichtet. Bei beiden Methoden ist es jedoch méglich, dat 
Jod in gréBerer Menge in die Silbernitratlésung gelangt: erstens 
kann bei Siedeverzug der Jodwasserstoffsiure durch den plitz- 
lichen StoB Jod- oder Jodwasserstoftdampf durch die Wasch- 
vorrichtung gerissen werden, zweitens kann Jodwasserstoff in 
die Waschvorrichtung iiberdestillieren. Das StoBen der Jod- 
wasserstoffsiure ist durch Zusatz von etwas Stanniol zu ver- 
hindern..) Das Uberdestillieren der Jodwasserstoffsiure ist 
durch richtiges Erhitzen derselben zu vermeiden. Man erhitzt 
das Kélbchen zweckmaBigerweise so, daB die Brennerdiise uni 
der Boden des Kélbchens nur 8 mm voneinander entfernt sind 
und heizt mit einem 3—4 mm hohen Flaimmchen, welches die 
Jodwasserstoffsiure eben im ruhigen Sieden erhalt. Entfernt 
man den Brenner vom Kdélbchen weiter, so muB man dic 
Heizilamme gréBer wihlen; dadurch tritt eine raschere Ver- 
gasung der Jodwasserstoffsiure ein, zu deren restloser Konden- 
sation die Luftkiithlung nicht-mehr ausreicht. 


II. 


Sowohl bei den Makromethoxylbestimmungen wie bei den 
Mikromethoxylbestimmungen wird in der Regel zu wenig ge- 
funden. Wie bereits erwihnt, kénnen weder technische Fehler 
in der Ausfiihrung der Methode noch unvollkommene Reaktion 
zwischen Substanz und Jodwasserstoffsiure die Ursachen sein. 
Folgende Beobachtung fiihrte zur Erklarung dieser Erschei- 
nung. In der Makro- wie in der Mikroanalyse laBt sich bei | 


) Pregl, Quantitative organ. Mikroanalyse. II. Aufl., S. 184. | 
Verl. Springer, Berlin 1923. 
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jeder Methoxylbestimmung beobachten, daB am Anfang der 
Bestimmung das Ausfallen des Silberniederschlages nicht in 
dem MaBe erfolgt, als Jodalkyl itibergeht, sondern daB zunichst 
die Silbernitratlésung vollkommen klar bleibt, um nach einiger 
Zeit sich mit einem Schlage zu triiben. Versucht man sich 
diese Erscheinung zu erkliren, so muB man annehmen, daB 
das tibergehende Jodalkyl sich zunichst in Alkohol anreichert 
und erst, wenn es eine gewisse Konzentration erreicht hat, die 
Umsetzung mit dem Silbernitrat beginnt. Fir diese Annahme 
spricht auch der Umstand, daB Alkohol allein in der Lage ist, 
das iibergehende Jodalkyl fast restlos aufzunehmen. Ist jedoch 
die Umsetzung des Jodalkyles mit dem Silbernitrat auch nur 
zum ‘Teil von der Konzentration des ersteren abhiingig, so 
folgt, daB am Schlusse einer jeden Methoxylbestimmung ein 
kleiner Rest Jodalkyl im Alkohol zuriickbleibt, der sich infolge 
seiner geringen Konzentration entweder nur sehr langsam oder 
iiberhaupt nicht mehr umsetzt. Nach dieser Annahme miBte 
daher bei jeder Methoxylbestimmung Jodmethyl verloren gehen 
und zwar um so mehr, je gréBer die Menge der angewandten 
alkoholischen Silbernitratlésung ist. Diese Méglichkeit wurde 
experimentell iberpriift und vollkommen bestitigt gefunden. 
Es wurden Methoxylbestimmungen von reinsten Testsubstanzen 
ausgeftihrt und zwar Doppelbestimmungen, bei welchen je 2, 
3, 4 und 5 ccm alkoholische Silbernitratlésung vorgelegt wurden. 
Ks zeigte sich, daB der Methoxylgehalt der Substanzen um so 
tiefer gefunden wurde, je mehr alkoholische Silbernitratlésung 
vorgelegt wurde. Berechnet man fiir jede einzelne Bestimmung 
die theoretisch erforderliche Menge Jodsilber und subtrahiert 
davon die experimentell gefundene Menge, so ergeben sich die 
jeweiligen Verluste an Jodsilber bzw. Jodalkyl, steigend nach 
der angewandten Menge Silbernitratlésung. Dividiert man die 
jeweiligen Verluste durch die Anzahl der vorgelegten Kubik- 
zentimeter Silbernitratlésung, so ergibt sich ein konstanter 
Verlust von 0,06—0,07 mg AgJ pro Kubikzentimeter Silber- 
nitratlésung. Die Versuche, welche in der Tabelle I und II 
zusammengefaBt sind, erkliren somit die Abweichungen, welche 
die experimentell gefundenen Methoxylwerte gegeniiber der 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX1JII. 10 
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Theorie aufweisen. Das fiir die Versuche zu Tabelle II ver- 
wendete Vanillin wurde durch Sublimation im Vakuum gereinigt. 
An dieser Stelle sei bemerkt, daB die kauflichen _,,reinen« 
Vanilline keine besonders’ geeigneten ‘Testsubstanzen fiir 
Methoxylbestimmungen sind, da dieselben in der Regel hohere 
Werte ergeben als theoretisch berechnet wird. 


Die zur Beschickung mit alkoholischer Silbernitratlésung 
gebriuchlichen Reagenzgliser fassen bei richtiger Konstruktion 
rund 2 ccm Silbernitratlésung, eine zur Absorption des Jod- 
alkyls vollkommen ausreichende Menge, welche einen Verlust 
von 0,12 mg Jodsilber bedingt. Der Fehler in den Analysen- 
resultaten ist natiirlich von der Gréfe der Einwage abhingis: 
er betrigt bei einer 


Einwage von rund 5mg . . . 0,2—0,3°/, CH,O 
” ” » 4 me: 0,3—0,4 ,, ” 
1 ry) » Smg.. . 0,4—0,6 ,, ” 


Fiir die Ausfihrung korrekter Mikromethoxy]- 
bestimmungen ist es daher erforderlich, die Vorlage 
genau mit 2ccm alkoholischer Silbernitratlésung zu 
beschicken. Zu den jeweilig gefundenen Mengen 
Silberjodid sind 0,12 mg als Korrektur zuzuzihlen. 


IIT. 


Es wurde ferner beobachtet, daB manche vollkommen reine 
Substanzen Analysenresultate ergaben, die um mehrere Pro- 
zente tiefer waren als es die Theorie fordert. Es zeigte sich, 
daB in diesen Fiillen eine mangelhafte Umsetzung der Substanz 
mit der Jodwasserstoffsiure vorlag, durch unvollkommene Lésung 
bedingt. Daher wurde die bisherige Art der Substanzeinwage 
mittels des Stanniolhiitchens durch folgende Abinderung ersetzt: 
Die Substanz wird in der Mikropillenpresse zu einer Pille ge- 
preBt, dieselbe im Wigeglischen gewogen und dann direkt in 
das Apparatchen iiberleert. Erst nach vollkommener Auflésung 
in dem jeweiligen Liésungsmittel wird Jodwasserstoffsiiure zu- 
gesetzt und mit der Bestimmung begonnen. Um das gleich- 
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miBige Sieden der Jodwasserstoffsiure nicht zu entbehren, 
wird ein kleines Stiick Stanniol zugesetzt. Bei dieser Art der 
Substanzeinwage ist es vorteilhaft, der Pille annahernd das 
gewiinschte Gewicht zu geben. Kine selbstgebaute Mikro- 
Salvioni-Glasfederwage') leistet dabei vorziigliche Dienste. Fehl- 
resultate wurden seit Einfiihrung dieser Methode nicht mehr 
beobachtet. Welche Bedeutung diese einfache Abinderung fiir 
die VerliBlichkeit der Bestimmung zukommt, zeigen die in 
Tabelle III mit Substanzen einfachster Konstitution (Methoxy- 
naphthalin und 1-Brom-2-methoxynaphthalin) angegebenen 
Methoxylbestimmungen. 


Zusammenfassung. 


1. Der zur Aufnahme von Jod bei Methoxylbestimmungen 
dienende rote Phosphor laBt sich mit Vorteil durch eine 
3°/,ige Natriumthiosulfatlésung ersetzen. 


2. Die Ursache fiir die zu niederen Werte, welche die 
Methoxylbestimmungen in der Regel ergeben, ist in einer 
mangelhaften Umsetzung des Jodalkyles mit dem Silbernitrat 
zu suchen. Die Abhangigkeit dieses Fehlers von der Fliissigkeits- 
menge liBt sich nachweisen. Fiir exakte Mikromethoxyl- 
bestimmungen wird daher ein konstantes Volumen an alko- 
holischer Silbernitratlésung von 2 ccm vorgeschlagen. Fiir 


jedes Kubikzentimeter Silbernitratlésung ist als Korrektur 


0,06 mg AgJ zur gefundenen Menge AgJ zu addieren. Die 
so erhaltenen Werte zeigen eine maximale Abweichung zur 
Theorie von 0,1 °/,. 


3. Fiir einwandfreie Resultate ist die vollkommene Auf- 
lésung der Substanz im Lésungsmittel erforderlich. Dies 
wird am besten erreicht, wenn die Substanz in Pillen gepreBbt 
in das Apparatchen eingefiihrt und die restlose Auflésung vor 
Beginn der Bestimmung durchgefihrt wird. 





") Friedrich Emich, Mikrochemisches Praktikum, 8.55. Verl. 
J. F. Bergmann, Miinchen 1924. 
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Tabelle L 
Versuche mit 1-Brom-2-methoxynaphthalin C,,H,BrOCH, ; 
Theorie: 13,09°/, CH,O. 
q © | ¥) 
‘ ao ~~ — ad rb) ~ So f~ 
-oel|EE| Adm | 22/22/28] 2 | Se = 
5 ae 1 3 ee 5 ‘| ‘o 
Se] 2 BI SPjS OS] & 1O El & 
<e berechn.| gef. " a 
mg "| mg jecem | % | %o | Mo | Vo 
2 15,173] 5,103 | 4,975 | 0,128 | 0,064 | 12,70 | 0,39 | 13,01] 0,08 
2 4,705 | 4,661 | 4,520] 0,141] 0,07 [12,69] 0,40 | 13,03 | 0,07 
8 15,269] 5,220 | 5,010 10,21 | 0,07 | 12,12] 0,97 | 13,01] 0,08 
3 | 4,190] 4,151 | 3,960]0,19 | 0,064 | 12,48] 0,61 | 13,05] 0,05 
4 | 4,313] 4,273 | 4,020] 0,253 | 0,068 | 12,31] 0,78 | 13,05] 0,05 
4 | 3,238] 3,208 | 2.9504 0,260 | 0,065 | 12,04] 1,05 | 13,02] 0,08 
5 | 5,027] 4,981 | 4,680] 0,30 | 0,06 | 12,29] 0,80 | 13,09] — 
4) 4,279 | 4,239 | 3,925 | 0,314 | 0,063 | 12,12 | 0,97 | 13,04 | 0,05 
Tabelle II. 
Versuche mit Vanillin C,H,0,O0CH,; Theorie: 20,40°/, CH,0. 
2 | 3,609] 5,573 | 5,480]0,14 | 0,07 | 19,87] 0,53 | 20,32] 0,08 
2 13,667] 5,663 | 5,530 | 0,133 | 0,066 | 19,92] 0,48 | 20,35] 0,05 
3 | 4,299] 6,638 | 6,460 | 0,178 | 0,062 | 19,85] 0,55 | 20,40] — 
3 | 4,221] 6,518 | 6,310] 0,208 | 0,070 | 19,75 | 0,65 | 20.31] 0,09 
4 [4,214] 6,507 | 6,245 | 0,260 | 0,065 | 19,58] 0,82 | 20,33] 0,07 
4 | 4,187] 6,465 | 6,228] 0,237] 0,06 | 19,65] 0,75 | 20,41] 0,01 
Tabelle IIL. 
Ein AgJ gef.| CH,O Fehler 
Substanz Methode | “788° |korrigiert| gefunden} * ©" 
ee 5 * | mg °/o “0 
6-Naphtholmethyl- Alte 4,350 5,204 15,80 3,82 
ither C,,H,OCH,. 3,802 4,160 14,46 5,16 
Theorie: 19,62°/, : 3,838 5,680 19,55 0,07 
CH,0 Neue | 4,002 5,931 19,58 0,04 
1 -Brom-2-methoxy- Alt 4,118 2.757 8,84 4,25 
naphthalin P 3,540 2,637 9,84 8,25 
C,,H,BrOCH, 7 | 83,894 | 3,890 13,20 0,02 
Th.: 18,09°/, CH,0 | Neve }] 3095 | 3180 | 13,01 0,08 





























CULL 




















Weitere Beitrage iiber Dioxo-piperazine sowie iiber ein aus 
Leucyl-glycinanhydrid gewonnenes, ungesattiges Anhydrid. 
Synthese des tertiiren Leucins. 

(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 

Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


Mit 1 Figur im Text und 2 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8S. Dezember 1926.) 


Im AnschluB an friihere Mitteilungen iiber tautomere 
Formen von Dioxo-piperazinen') haben wir eine Reihe anderer 
Auhydride — Glycyl-d,l-norleucinanhydrid, Glycyl-d,l- 
aminoheptyls&ureanhydrid, Glycyl-dl-aminocapryl- 
siureanhydrid, d,l-Leucyl-d,l-aminoheptylsiureanhy- 
drid, d,l-Leucyl-aminocaprylsiureanhydrid, @- und 
8-d,l-Leucyl-dl-phenylalaninanhydrid, «-d,l-Amino- 
isobutyryl-d,l-leucinanhydrid, das «-d,l-Aminoisobu- 
tyryl-a@-d,l-aminobuttersiureanhydrid?), Diglycyl-1l- 
cystinanhydrid und d,l-Dileuzyl-l-cystinanhydrid*) — 
mit der Absicht dargestellt, an ihnen weitere Studien iiber 
die Uberfiihrbarkeit in andere Strukturformen vorzunehmen. 

Als Indicator fiir eine Umwandlung benutzten wir Perman- 
ganatlésung. Die auf die gewdhnliche Art dargestellten 





1) Emil Abderhalden u. Ernst Schwab, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 100 (1925); Bd, 152, S. 88 (1926); Bd. 153, S. 88 (1926); Bd. 157, S. 140 
(1926); Emil Abderhalden u. Fritz Gebelein, Diese Zs. Bd. 152, 
S. 125 (1926). 

2) Mitbearbeitet von Herrn Dr. Fritz Gebelein. 

°) Mitbearbeitet von Herrn Dr. H. Haymann. 
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Dioxo-piperazine zeigen keine Entfarbung, wohl aber fanden 
wir eine solche nach Erhitzen der Anhydride in verschie- 
denen Lésungsmitteln. Auf Grund von Erfahrungen, die 
wir beim Studium des Verhaltens von Leucyl-glycinanhydrid 
gemacht haben, halten wir es fiir méglich, daB unter Um- 
stinden Spuren von nicht zum Anhydrid gehérenden Sub- 
stanzen fiir die Entfirbung der Permanganatlésung verant- 
wortlich gemacht werden kénnen. Wir haben selbstverstiindlich 
die vermutlichen Umwandlungsprodukte mit allergréBter Sorg- 
falt gereinigt. Da jedoch die Entfirbung des Permanganats 
in quantitativer Beziehung nicht in Einklang mit der Annahme 
einer vollstindigen Umwandlung der erhitzten Dioxo-piperazine 
in ungesdttigte tautomere Formen gebracht werden konnte, 
wollen wir davon absehen, die nach dieser Richtung durch- 
gefiihrten Untersuchungen mitzuteilen. Wir beschranken uns 
vielmehr darauf, die betreffenden Dioxo-piperazine kurz zu be- 
schreiben. Eine Ausnahme bildet das d,l-Leucinimid. Hier 
laiBt sich der erwihnte EKinwand eindeutig ausschlieBen. Es 
sei deshalb der Entfirbungsversuch an diesem Dioxo-piperazin 
beschrieben. 

Wir haben ferner das a- und #-d,l-Leucyl-d,l-norleucin 
und die beiden dazu gehérigen Anhydride dargestellt. Das @-Leu- 
cylnorleucin behandelten wir nach verschiedenen Methoden mit 
dem Ziele, es in die Enolform iiberzufiihren. Bevor wir Ent- 
firbungsversuche mit einer Kaliumpermanganatlésung in Eis- 
essig durchfiihrten, krystallisierten wir die Substanz zweimal 
aus Alkohol um. Es zeigte sich nun, da’ das durch kurzes 
Erhitzen mit Chinolin dargestellte Anhydrid so gut wie gar 
nicht entfairbte, wihrend das liingere Zeit bei Siedetemperatur 
des genannten Loésungsmittels erhitzte Produkt ein weit stir- 
keres Entfiirbungsvermégen aufwies. Auch zeigte das letztere 
in geringem Mae die Fahigkeit, Bromlésung zu entfirben. 
Als wir Leucyl-norleucin mit Chinolin und Tierkohle 
zusammen erhitzten, wurde das Bromentfirbungs- 
vermégen auf das 10fache gesteigert. In gleicher Weise 
durchgefiihrte Versuche mit «-n-d,l- Aminobuttersiureanhy- 
drid, Aminoisobuttersiureanhydrid, Sarkosinanhydrid, 
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Glycyl-d,l-norleucinanhydrid, d,l-Leucyl-glycinanhy- 
drid und d,l-Alaninanhydrid ergaben beim n-Aminobutter- 
siureanhydrid und beim Glycyl-norleucinanhydrid sowie beim 
Leucyl-glycinanhydrid eindeutig positive Ergebnisse in dem 
beim Leucyl-norleucin erwihnten Sinn. 

Wir sind der Substanz, die ein so auffallend starkes Brom- 
entfirbungsvermégen aufwies, beim Leucyl-glycinanhydrid 
nachgegangen. Sie war bei der unten geschilderten Art der 
Darstellung nicht sofort in reinem Zustande vorhanden, viel- 
mehr war ihr stets gewohnliches Leucyl-glycinanhydrid bei- 
gemengt. ‘Trennungsversuche mittels fraktionierter Krystalli- 
sation fihrten nicht zum Ziele. Wir beobachteten nun, dab 
die erwihnte Verbindung im Gegensatz zum Leucyl-glycin- 
anhydrid durch Normalalkali bei Zimmertemperatur ganz auBer- 
cewohnlich langsam aufgespalten wird. Dieser Befund diente 
zur Reindarstellung des Kérpers, dem die Zusammensetzung 
C,H,,N,O, zukommt. Nach der empirischen Formel liegt 
dehydriertes Leucyl-glycinanhydrid vor. Neben der 
schweren Aufspaltbarkeit mittels Normalalkali und der Fahig- 
keit, Brom zu entfairben, zeichnet sich die genannte Verbindung 
gegeniiber dem Leucyl-glycinanhydrid noch durch eine intensiv 
rote Pikrinsiurereaktion und durch sein starkes Absorptions- 
vermégen im Ultraviolett aus (vgi. Tig. 1). 

Bei der Aufspaltung des dehydrierten Leucyl- 
glycinanhydrids mit 25°/,iger Schwefelsiure erhielten 
wir Glykokoll, ferner Ammoniak und @-Oxo-isocapron- 
siure. Dieser Befund macht es wahrscheinlich, da8 dem ge- 
wonnenen Anhydrid die folgende Strukturformel zukommt: 


CH CO-HN 
*\CH-CH,-0< SoH, . 
CH,” NN— 00” 


Sie liBt sich gut mit dem erwihnten Resultat der Hydro- 
lyse des Kérpers in Zusammenhang bringen, besonders wenn 
man als Zwischenprodukt die Iminoisocapronsiure annimmt 
und sich vorstellt, daB diese unter Ammoniakabspaltung in die 
a-Oxo-isocapronsiure iibergeht: 








CH,. 
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CH, beenaita 0 BN 
H, 2H. ene 
CH,% \n— 0c prema eee 
CH, COOH 
| 
NH, 
ote 
1¢ Hy CH; 
DOH-CH,C-COOH | + H,0+NH, > >CH-CH,-C-COOH, 
| CH, | CH, Tl 
O 





NH 


Behandelt man die Verbindung mit Phenylisocyanat, 
so lagert sich 1 Molekiil davon an. Das Bromadditionsvermégen 
bleibt dabei erhalten. Der Versuch, aus dem dehydrierten Leucyl- 
glycin durch Wasserstoffanlagerung das Leucyl-glycinanhydrid 
wieder zuriickzugewinnen, verlief negativ. Bei der Behandlung 


der Lésung der Verbindung mit Brom in Eisessig wurde auf 
§ g 


1 Molekiil C,H,,N,O, 1 Atom Brom angelagert, wahrend ein 
zweites Atom als HBr abgespalten wurde. Da dem ent- 
stehenden Bromkérper auf Grund des Analysenergebnisses und 
seines Verhaltens gegentiber Phenylisocyanat die Formel 
C,H,,N,0,Br zugeschrieben werden muB, so blieb die Frage 
es der Herkunft der beiden EE OE bei der Brom- 
anlagerung noch ungeklért. Wir konnten auch nicht mit 
Sicherheit entscheiden, ob das Brom am Kohlenstoff oder Stick- 
stoff sitzt. Wir halten das erstere fiir wahrscheinlicher. 

Bei der Behandlung des Bromkérpers mit Phenylisocyarat 
wird BrH abgespalten und 1 Molekiil Phenylisocyanat an- 
gelagert. Die entstehende Liésung entfirbt Bromlésung und 
ist identisch mit dem direkt aus C,H,,N,O, gewonnenen Phenyl- 
isocyanatderivat. Die folgenden Formeln geben einen Kinblick 
n die erfolgte Umwandlung: 











Erhitzen 
CO-NH mit Chinolin YN 
SCH: CH, CHK Sou, und ey. O.H Pr a oe 
CH,” \NH-CO”% 2H | Pca? 
lao Br 
: | — HBr + TH 
pa -NH-C H + C.gH,-N-CO ll y 
CO—N CO-NH 
C,H, o< Non, ad + a -CO C,H, - Cc ‘ Br Sou, 
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Die Ausbeuten an Robprodukt beim Erhitzen mit Chinolin 
und Tierkohle betrugen durchschnittlich 40°/,. Aus ihm 
konnten von dem reinen dehydrierten Produkt héchstens 14°/, 
herausgeholt werden. Bei der weiteren Reinigung ergaben sich 
weitere Verluste, bis schlieBlich von der vollkommen einheit- 
lichen Substanz nur wenig zur Verfiigung stand. Das ist der 
Grund, weshalb wir die Untersuchungen nicht weiter aus- 
dehnen konnten. Das wesentliche Ergebnis, das im Zusammen- 
hang mit anderen Erfahrungen fiir uns von Bedeutung ge- 
worden ist, ist, da sich aus Leucyl-glycinanhydrid durch 
Erhitzen mit Chinolin und Tierkohle ein dehydriertes Anhydrid 
gewinnen laSt, das bei der Hydrolyse neben Glykokoll und 
Ammoniak die dem Leucin entsprechende Oxosiiure ent- 
stehen laBt. 

Zu einer Zeit, in der uns nicht geniigend Material zur 
Verfiigung stand, um das dehydrierte Produkt der Hydrolyse 
mit Aussicht auf Erfolg unter Fassung der entstehenden Spalt- 
produkte zu unterwerfen, versuchten wir, auf einem anderen 
Wege Einblick in die Struktur der entstandenen Verbindung 
zu erhalten, und zwar hofiten wir, die Stellung der Doppel- 
bindung (in Frage kamen der Kern und die Seitenkette) durch 
entsprechende Behandlung eines Anhydrids von der Formel: 


OH, CO-NH 
CH, Sc.cH~ y 
CH,“ \NH-CO” NOH, 


aufkliren zu kénnen, Zu diesem Zwecke versuchten wir, das 
tertiire Leucin herzustellen. Leider war die Ausbeute an 
ihm so gering, daB es uns nicht méglich war, das in Frage 
kommende Anhydrid in geniigender Menge zu gewinnen. Die 
Struktur des dehydrierten Leucyl-glycins ist jedoch auf dem 
oben erwihnten Wege geniigend aufgeklirt. Wir haben deshalb 
die Synthese der ¢-Amino-f-trimethylpropionsdure nicht wieder- 
holt. Der von uns gewihlte Weg der Synthese ist wegen der 
schlechten Ausbeute nicht empfehlenswert. 

SchlieBlich sei noch iiber die Gewinnung der beiden Cystin 
als Baustein enthaltenden Anhydride berichtet. Ihre Dar- 
stellung war schon geplant und zum Teil im Gange als 
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M. Bergmann und F.Stather?’) iiber die Gewinnung von 
Dialanyl-cystinanhydrid berichteten. 

Hervorgehoben sei noch, daB wir wiederholt beobachtet 
haben, daB bei der Aminierung von Halogenazyl- 
verbindungen mit Ammoniak sich Anhydride bilden. 


Experimenteller Teil. 


Glycyl-d,l-norleucinanhydrid, Glycyl-d,l-aminoheptylsaure- 

anhydrid und Glycyl-d,1l-aminocaprylsaureanhydrid. 

Glycyl-d,l-norleucin?), Glycyl-d,l-aminoheptylsiure%) und 
Glycyl-d,l-aminocaprylséure*) wurden in gleicher Weise mit 
der 10—15fachen Menge Anilin im Olbad bei 170—180° 
anhydrisiert, was je 15—20 Minuten in Anspruch nahm. Dann 
wurde mit Ather versetzt, abfiltriert und mit Ather gewaschen. 
Die entstandenen Anhydride wurden zweimal aus Methylalkohol 
umkrystallisiert. In heiBem Wasser sind sie verhaltnismaBig 
leicht léslich und scheiden sich beim Erkalten in mikroskopi- 
schen Krystallen von moosahnlichem Aussehen ab. Ihre 
Schmelzpunkte liegen sehr nahe beisammen, und zwar wurde 
der des Glycyl-norleucinanhydrids bei 219—220°, der des 
Glycyl-aminoheptylsiureanhydrids bei 221—222° und der des 
Glycyl-aminocaprylsiureanhydrids bei 222° gefunden. Der Misch- 
schmelzpunkt des 1.+ 2. Anhydrids lag bei 219°, der des 
2,+ 3. bei 220°, der des 1.+ 3. bei 216—217° und der des 
1.+2.+ 3. bei 218°. 


N-Bestimmung: 
1. Glyeyl-norleucinanhydrid: 
0,0375 g Substanz verbrauchten 4,44 ecm n/10-Siure. 
Ber. 16,479/, N Gef. 16,56°/, N 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 189 (1926). 

*) Emil Abderhalden, C. Fréhlich u. Dionys Fuchs, Zs. 
physiol. Chem. Bd. 86, S. 454 (1918). , 

3; Emil Abderhalden u. Susi Glaubach, Fermentforschung VI 
(1922), S. 352. 

4) Emil Abderhalden u, Kiko Goto, Fermentforschung VII 
(1923), S. 98. 
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2. Glycyl-aminoheptylsiiureanhydrid: 
0,0261 g Substanz verbrauchten 2,86 cem n/10-Siure. 
Fiir C,H,,N,O, (Mol.-Gew. 184,19) 
Ber. 15,21°/, N Gef. 15,32°/, N 
3. Glycyl-aminocaprylsiureanhydrid: 
0,0477 g Substanz verbrauchten 4,89 ccm n/10-Siiure. 
Fiir C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 198,21) 
Ber. 14,14°/, N Gef. 14,32°/, N 


d,1-Leucyl-d, l-aminoheptylsaureanhydrid. 

0,5 g Leucyl-aminoheptylsiure'), die nur schwache Nin- 
hydrinreaktion gibt, wurde mit der 10—15fachen Menge Di- 
phenylamin auf 170—180° erhitzt. Nachdem die Gasentwick- 
lung beendigt und klare Lésung eingetreten war, wurde der 
erkaltete Riickstand mit Ather ausgezogen. Ausbeute 0,43 g 
oder 92,5°/, d.Th. Behandelt man das Anhydrid mit Ather 
im Soxhlet, so reichert es sich langsam im Kdélbchen unter 
Krystallbildung an. 

Erhitzt man das Dipeptid mit Anilin statt mit Diphenyl- 
amin auf 170°, so geht es innerhalb weniger Minuten unter 
Gasentwicklung in Lésung. 

Beim direkten Krhitzen schmilzt das Dipeptid unter H,O- 
Abspaltung bei 260° Badtemperatur zu einer schwach gelblich 
gefirbten Fliissigkeit. Aus der krystallinisch erstarrten, un- 
angenehm lauchartig riechenden Reaktionsmasse kann durch 
Extraktion mit Ather das rein weiBe, nadelférmig krystalli- 
sierende Anhydrid isoliert werden. Es ist in Wasser von 50° 
im Verhiltnis 1:17500 léslich. In heiBem Alkohol ist es 
leicht léslich und sehr leicht in Eisessig. Sein Schmelzpunkt 
liegt bei 244°. 

N-Bestimmung: 
0,0491 ¢ Substanz verbrauchten 4,05 ccm n/10-Siure. 


CH, O-NH, 
Fiir CH-CH,- CH< CH-(CH,),CH,, 
CH,” \NH—CO” 


C,,H,,N.O, (Mol.-Gew. 240,28) Ber. 11,669/, N Gef. 11,54°/, N. 


_ 





1) Emil Abderhalden u. Susi Glaubach, Fermentforschung 
VI (1922), S, 353. 








156 Emil Abderhalden und Ernst Rossner, 


Versetzt man die Substanz mit etwas konz. HNO,, so 
schmilzt sie élig zusammen und scheidet beim Umschiitteln in 
kurzer Zeit lange, nadelférmige Krystalle ab. Verdampft man 
die gesamte HNO, bei gewohnlicher Temperatur im Vakuum- 
exsiccator, so hinterbleibt eine einheitliche schneeweiBe Kry- 
stallmasse, die nur am Rand leicht gelblich verfarbt ist. 
Schmelzpunkt unscharf gegen 245°. 

0,0360 g Substanz verbrauchen 2,93 n/10-Saure. 

Gef. 11,40°/, N, dh. 
die Salpetersiiure hat das Anhydrid chemisch wohl sicher nicht 
verandert. 
Leucyl-d,l-aminocaprylsaureanhydrid. 

Erhitzt man Leucyl-aminocaprylsiure!) mit Diphenylamin 
auf 200—210°, bis die Wasserabspaltung beendigt und klare 
Lésung eingetreten ist, so hinterbleibt nach der Extraktion 
mit Ather das Anhydrid mit 94°/, Ausbeute. Schmelzp. 237°. 
Mit konz. HNO, versetzt, schmilzt es erst unter teilweiser 
Lésung zu einer éligen Fliissigkeit, um wenige Sekunden spiter 
krystallinisch zu erstarren. Die Krystallbildung erfolgt in 
kiirzerer Zeit als bei dem sich sonst ganz analog verhaltenden 
Leucyl-aminoheptylsiiureanhydrid. Schmelzpunkt unscharf bei 
235°. 


N-Bestimmung: 
a) Urspriingliches Produkt. 
b) Durch Behandeln mit HNO, gewonnenes Produkt. 
a) 0,0454 g Substanz verbrauchten 3,60 n/10-Siure. 


b) 0,0514 § 9 ” 4,13 2) 
CH NH—CO 
Fiir "CH CH, CHE ‘CH. (CH,),+CH,. 
CH,“ CO—NH” 
C.1,H.3,N,0, (Mol.-Gew. 254,30) Ber. 11,00°/,N  Gef. a) 11,13°/, N 


”? b) 11,25 ee 


a@- und /-d,l-Leucyl-d,1-phenylalaninanhydrid. 
Da sowohl das «-, wie das #-Leucyl-phenylalanin?) nur 





1) Emil Abderhalden u. Kiko Goto, Fermentforschung VIII 
(1923), S. 99. 

*) Hermann Leuchs u. Umetaro Suzuki, Chem. Ber.. Bd. 37, 
S. 3306 (1904). 
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juBerst schwache Ninhydrinreaktion zeigten und auch die An- 
hydridreaktion negativ war, wurde zur Sicherheit mit der 
a-Form eine Formoltitration ausgefihrt: 


0,1081 g Substanz verbrauchten 2,23 ecm n/5-Siure. 
Fiir C,;Hy2N,0; Ber. 51%), NH,-N Gef. 5,78 °/, NH,-N. 


Die «-Form wurde mit Anilin auf 170° erhitzt und ging 
innerhalb weniger Minuten unter Wasserabspaltung in Lisung. 
Das auf die iibliche Weise durch Extraktion mit Ather ge- 
wonnene Anhydrid, das in Wasser sehr schwer lislich ist, 
zeigt den Schmelzp. 215—217° 


N-Bestimmung: 
0,0703 g Substanz verbrauchen 5,43 cem n/10-Siure. 


Fir C,H,-CH,-CH .CH.CH,- CH 
\NH—CO”% \ cH, 


C,sHooN,O, (Mol.-Gew. 260,26) Ber. 10,779, N Gf. 10,81°/, N. 


Aus der 8-Form wurde ganz analog das entsprechende 
Anhydrid gewonnen, das bei 284° schmilzt. 
N-Bestimmung: 
0,0775 g Substanz verbrauchten 5,82 n/10-Saure. 
Gef. 10,51°/, N. 


Versuche, ein KMnO, entfarbendes Anhydrid aus d,l-Leucyl- 
glycin herzustellen. 


Leucyl-glycin wurde im SchieBrohr bei 175--190° mit 
folgenden Substanzen anhydrisiert: 

1. Wasser. Das dabei erhaltene Anhydrid war noch mit 
unverindertem Dipeptid verunreinigt, zeigte aber keinerlei 
Katfarbung in wi8riger Lésung mit schwach sodaalkalischem 
Permanganat. 2. Alkohol, 3. Ather, 4. Pyridin, 5. Xylol, 
6. Piperidin, 7. Diithylamin. 

Die Entfarbung war, wie unter 1, durchweg negativ. 

Erhitzt man Leucyl-glycin mit Chinolin auf 200—210°, so 
erhalt man ebenfalls ein nichtentfirbendes Anhydrid, desgleichen 
wenn man zum Chinolin noch Piperidin, bzw. Diithylamin hin- 
zugesetzt und im SchieBrohr erhitzt. 





gy geencmaere 
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Kin Versuch, mit Chinolin unter Zusatz von Glykokoll zu 
anhydrisieren, wurde infolge der groBen Zersetzlichkeit des 
Glykokolls abgebrochen. 

Erhitzt man dagegen Leucyl-glycin mit Chinolin unter 
Norleucinzusatz, so geht alles unzersetzt in Lésung. Das noch 
schwach ninhydrinpositive (vom beigemengten Norleucin her- 
riihrend) Leucyl-glycinanhydrid entfarbt Permanganat jedoch 
auch nicht. 

Leucyl-glycin wurde nun mit Chinolin unter Zusatz von 
— Permanganat stark entfirbendem — Tyrosin bis zur voll- 
standigen Lésung erhitzt. Das isolierte Anhydrid, das keine 
Millonreaktion mehr zeigte, entfarbt Permanganatlésung stark, 
auch nach dem Eindampfen auf dem Wasserbad und Wieder- 
aufnehmen mit Wasser. Andere Anhydride, z. B. Leucyl-amino- 
caprylsiureanhydrid verhalten sich analog. 

Leucyl-glycin wurde mit Capronsiure bei 185° anhydri- 
siert: Keine Permanganatentfirbung. 

Leucyl-glycin wurde mit Paraffin bei 210° anhydrisiert. 
Die Schmelzmasse durchsetzte sich mit rot gefarbten Stellen. 
Das rohe Anhydrid entfirbt Permanganat, das aus Alkohol 
einmal umkrystallisierte, dagegen nicht. 


Leucinimid. 


1. Erhitzt man d,l-Leucyl-d,l-leucin direkt auf 300—310°, 
so tritt neben sehr langsam vonstatten gehender Wasserabspal- 
tung Zersetzung auf. Behandelt man die braune Schmelze 
mit Ather und krystallisiert das Leucinimid zweimal aus 
Methylalkohol um und wiascht mit Ather nach, so erhilt man 
rein weife Nadeln vom Schmelzp. 265—266°. F. der Misch- 
probe mit unter 2. dargestelltem Leucinimid unverindert. 


N-Bestimmung: 


17,840 mg Substanz verbrauchten 8,11 cem n/50-Saure. 

Fiir C,,H..O.N, Ber. 12,39%/, N Gef. 12,71°/, N. 

2. Leucin wurde mit Methylalkohol verestert. Der Ester, 
wie iiblich, in Freiheit gesetzt und destilliert. Bei langerem 
Stehenlassen im Brutraum schied sich Leucinimid aus, das 
zweimal umkrystallisiert wurde. 
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Lést man nun gleiche Mengen des durch direktes Erhitzen 
und des tiber den Ester gewonnenen Leucinimids in gleichen 
Volumina Kisessig und gibt gleiche Mengen einer Permanganat- 
lésung in Eisessig hinzu, so entfirbt das aus dem Ester dar- 
gestellte Produkt nicht rascher als die blinde Probe mit 
reinem KHisessig, waihrend das durch direktes Erhitzen ge- 
wonnene Produkt fast momentan entfirbt. 


d,1-Bromisocapronyl-d,1l-norleucin. 

10 g d,l-Norleucin wurden in 77 ccm n-Natronlauge gelést 
und in der Kaltemischung mit 20 g Bromisocapronylbromid 
und 100 ccm n-Natronlauge gekuppelt. Es ist zweckmibig, 
eine modglichst groBe Kuppelungsflasche zu nehmen, da die 
Masse nach Zugabe von vielleicht einem Drittel des Saure- 
bromids stark zu schdumen anfingt. Die noch kalte Reaktions- 
fliissigkeit gie’t man in ein Becherglas und siuert mit 30 ccm 
5n-HCl an, wobei das Kuppelungsprodukt als ziher, weiber 
Klumpen ausfallt, der beim Stehen iiber Nacht krystallinisch 
erstarrt und in der Reibschale gepulvert werden kann. Nach 
dem Abnutschen und Waschen mit Wasser bis zum Ver- 
schwinden der Chlorreaktion lést man in (Methyl-)Alkohol, 
ibersattigt mit Wasser, wobei das Produkt élig ausfillt und 
schiittelt kurze Zeit. Das dabei krystallinisch erstarrende Pro- 
dukt wird als kérnige Masse erhalten. Zur Analyse wurde 
das Produkt in viel Alkohol gelést und mit Wasser bis zur 
Triibung versetzt. Beim Stehen iiber Nacht schieden sich aus 
der nunmehr klaren Fliissigkeit schéne Krystalle ab, die unter 
dem Mikroskop keinen einheitlichen Kindruck machten, da man 
neben Nadeln auch Blattchen beobachten konnte. Die ex- 
siccatortrockene Substanz sintert bei 113° und schmilzt erst 
bei 135° vollstiindig. Ausbeute 22,5 g. 


N-Bestimmung: 
0,1207 g Substanz verbrauchten 4,04 cem n/10-Sidure, 


/CO0H- Br 
Fir CH,+CH,+CH,-CH,-CHC a >CH-CH, CH 
NH—C 


JH . 
NOH, 


C,,H,,0,NBr (Mol.-Gew. 308,17) Ber. 4,559, N —- Gef.- 4,68°/, N. 
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Aminierung von d,l-a-Bromisocaprony]-d,l-norleucin. 


Das Kuppelungsprodukt wurde 4 Tage im Brutraum mit 
25°/,igem wiBrigen NH, aminiert. Dann wurde die Lésung im 
Vakuum zur Trockne verdampft, mit 40°/,igem Alkohol unter 
Erwirmen aufgenommen und vom Ungelésten abfiltriert. Der 
Filterriickstand wurde mit verdiinntem Alkohol halogenfrei ge- 
waschen. Er ist unléslich in allen organischen Lésungsmitteln: 
in kochendem Wasser lést er sich ungefahr im Verhiltnis 
1:1500 und krystallisiert daraus in 6 eckigen Blittchen. Beim 
Erhitzen im Capillarrobr schmilzt er gegen 262°, 

N-Bestimmung: 
0,1616 g Substanz verbrauchten 13,12 cem n/10-Saure. 
; COOH NH, 
Fiir CH,-CH,-CH,+-CH,-CH 


CH 
\NH-CO-6H-.CH,-CHZ . 
\cH, 


C,,H,4N,O, (Mol.-Gew. 244,27) Ber. 11,47°/9 N Gef. 11,38°/, N. 

Das Filtrat vom «-Leucyl-norleucin wurde zur Trockne 
verdampft und mit Ather im Soxhlet extrahiert. Die atherische 
Lésung schied geringe Mengen einer nicht niher untersuchten, 
in Methylalkohol spielend léslichen, krystallinischen Substanz 
ab, die sowohl positive Ninhydrin- als auch positive Carbony]- 
reaktion gab. Nach dem Verdampfen des Athers hinterblieb 
ein gelber Sirup, der selbst nach wochenlangem Stehen im 
Exsiccator keine Neigung zur Krystallisation zeigte. DerSoxhlet- 
riickstand wurde nun 5 Stunden mit Methylalkohol extrahiert. 
Aus dem viel NH,Br enthaltenden Extrakt konnte ein nadel- 
foérmig krystallisierender Kérper isoliert werden, der positive 
Carbonylreaktion und negative Ninhydrinreaktion zeigte. Sein 
Schmelzpunkt lag bei 242°. Aus Wasser im SchieBrohr um- 
krystallisiert, zeigte er den unverinderten Schmelzpunkt von 
242°, Er ist léslich in Alkohol, Eisessig, Pyridin, schwer lis- 
lich in Wasser, unldslich in Ather. 


N-Bestimmung: 
0,0407 g Substanz verbrauchten 3,66 eem n/10-Siure. 


iN 
Fir CH,-CH,-CH,-CH,-CH 
\nn—co”% 


os 


CH-CH,-CH 
a” 


C,,H,,N,O, (Mol.-Gew. 226,26) Ber. 12,39°/, N Gef. 12,59°/, N. 
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Der Soxhletriickstand wurde zur Entfernung der gréBten 
Menge Bromammon mit wenig kaltem Wasser gewaschen, in 
Wasser unter Erwirmen gelést und iiber Nacht stehen gelassen. 
Ks schied sich ein Kérper aus, der in Pyramidenstumpfen mit 
quadratischen Grund- und Deckflichen krystallisiert. Er gibt 
negative Anhydridreaktion und positive Ninhydrinreaktion. In 
Wasser ist er verhaltnismifig leicht (1:40) léslich. Schmelzp. 
9490 
— N-Bestimmung: 

0,0564 g Substanz verbrauchten 4,69 cem n/10-Siure. 


COOH NH, 
Fir CH, -CH,-CH,-CH, CHC CH, 
‘NH-CO-CH-CH,-CHY 
OH, 


Cy,H,,N,O, (Mol.-Gew. 244,27) Ber. 11,47°/, N Gef. 11,66°/, N. 


Erhitzt man dieses Dipeptid, das wir zum Unterschied 
von dem anfangs erhaltenen mit §-Leucyl-norleucin bezeichnen 
wollen, kurze Zeit mit Chinolin auf 200°, so entsteht ein nadel- 
férmig krystallisierendes Anhydrid vom Schmelzp. 242% Ein 
Mischschmelzpunkt mit dem aus dem methylalkoholischen Ex- 
trakt erhaltenen Anhydrid zeigte keinerlei Depression. 


N-Bestimmung: 
0,0326 g Substanz verbrauchten 2,85 eem n/10-Siiure. 
Fiir C,,H,.N,0, Ber. 12,39°/, N Gef. 12,24°/, N. 


Da das anfangs erhaltene e-Leucyl-norleucin in gréferer 
(3—4 facher) Menge entsteht als das £-Leucyl-norleucin, wurde 
fiir die weiteren Untersuchungen ausschlieBlich das «-Leucyl- 
norleucin verwendet, das der Kinfachheit halber (bei der Leucyl- 
aminoheptylsiure und der Leucyl-aminocaprylsiure gelang die 
Trennung in zwei Formen nicht) als Leucyl-norleucin bezeichnet 
wird. Das gleiche gilt von dem daraus entstehenden e-Leucyl- 
-norleucinanhydrid. 


(«)-d,1-Leucyl-d,l-norleucinanhydrid. 


Das Leucyl-norleucinanhydrid krystallisiert in langen Nadeln, 
zeigt alle Anhydridreaktionen und sublimiert beim Erhitzen. 
Ks schmilzt bei 266°, Es ist sehr leicht léslich in LKisessig, 
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léslich in Alkohol und Chloroform, fast unléslich in Wasser 
und Ather, 


N-Bestimmung: 
0,0412 g Substanz verbrauchten 3,61 cem n/10-Siiure. . 


Fir CH,-CH,-CH,-CH,-CHC : DCH-CHyCHC | 
NH—CO H, 


C,,H,.0,N (Mol.-Gew. 226,26) Ber. 12,89°/, N —- Gf. 12,25, N. 


Das Leucyl-norleucinanhydrid wurde aus dem Dipeptid 
auf verschiedene Weise dargestellt und den verschiedensten Be- 
dingungen unterworfen, um eine eventuelle Umlagerung in die 
Enolform zu erzielen. Kine Xanthoproteinreaktion konnte nie- 
mals einwandfrei festgestellt werden. Mit konzentrierter HNO, 
versetzt, lést es sich und scheidet ganz analog dem Leucy}- 
aminoheptyl- bzw. caprylsiureanhydrid nadelférmige Krystalle 
aus, nur nach lingerer Zeit als diese beiden. Als — aller- 
dings sehr relativen — Indicator diente die Entfairbungs- 
geschwindigkeit einer Hisessiglésung des Anhydrids zugegeben, 
der mit Kaliumpermanganat versetzter Eisessig wurde. 

1. Das Dipeptid wurde mit Anilin erhitzt. Schon bei 
160—170° geht es innerhalb kurzer Zeit in Liésung. Wir er- 
hitzten es jedoch lingere Zeit auf 175—180°. Die erkaltete 
Reaktionsmasse wurde mit Ather versetzt, abgenutscht und mit 
Ather gewaschen. Dann wurde es zweimal aus (Methyl-)Alkohol 
umkrystallisiert und jedesmal griindlich mit Ather gewaschen. 

2. Das Dipeptid wurde bis 270° erhitzt, wobei es unter 
Wasserabspaltung schmilzt. Waschen mit Ather. Zweimal 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol. 

3. Das Dipeptid wurde 1 Stunde auf 310° erhitzt. Reinigen, 
wie oben. 

4. Das Dipeptid wurde !/, Stunde auf 340° erhitzt. Reinigen, 
wie oben. 


5. Das Dipeptid wurde iiber freier Flamme anhydrisiert 
und kurze Zeit gekocht, wobei nur schwache Zersetzung ein- 
tritt. Reinigen, wie oben. 

6. Das Dipeptid wurde, wie unter 5, mit freier Flamme 
anhydrisiert und bis zum Sieden erhitzt. Nun wurde evakuiert 
und das entstandene Sublimat wie iiblich durch Waschen mit 
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Ather und zweimaliges Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
cereinigt. 

7. Ein Teil des nach 2. hergestellten, reinen Anhydrids 
wurde im SchieBrohr mit Wasser bis zur Lésung erhitzt, die 
bei 170° erfolgte. Beim Erkalten krystallisiert es wieder in 
langen Nadeln aus, 

8. Das Dipeptid wurde 2--3 Stunden mit ungefiihr der 
10 fachen Menge Alkohol im SchieBrohr auf 170° erhitzt, wobei 
volistindige Lésung unter Anhydridbildung eintrat. Die nach 
dem Erkaiten ausgeschiedenen Krystalle waren rein und frei 
von Dipeptid (negative Ninhydrinreaktion, Schmelzp. 266°). 

9, Das Dipeptid wurde mit Ather im SchieBrohr bis 190° 
erhitzt, wobei ein groBer Teil ungelést blieb, der sich am Boden 
des senkrecht stehenden SchieBrohres absetzte. Beim Erkalten 
schied der tiberstehende Ather makroskopische Nadeln ab, die 
yom unveranderten Dipeptid leicht abgehoben werden konnten 
und keine Ninbydrinreaktion mehr gaben; Schmelzp. 266°. 
Carbonylreaktion mit Dinitrobenzoesiure stark positiv. 

10. Das Dipeptid wurde mit Chinolin auf 200° bis zur 
Beendigung der Anhydrisierung erhitzt, mit Ather versetzt und, 
wie iiblich, gereinigt. 

11. Das Dipeptid wurde mit Chinolin anhydrisiert und 
6 Stunden bis zum Siedepunkt des Chinolins (237°, Bad- 
temperatur 240—250°) erhitzt. Dann wurde es mit Ather ver- 
setzt und durch zweimaliges Umkrystallisieren, wie iiblich, ge- 
reinigt. 

Ks wurden nun je 19mg von jeder Substanz genau ab- 
cewogen und im Reagensglas in 1ccm Kisessig gelést. Dann 
wurden 3 Tropfen einer etwa n/10-KMnO,-Loésung in Eisessig 
hingzugegeben und ruckweise so geschiittelt, daB jede Um- 
schwenkung ziemlich genau !/, Sekunde beanspruchte. Die 
Zahl der Umschwenkungen, die bis zur Entfarbung nétig waren, 
wurde notiert. Wir waren uns selbstverstindlich der betriicht- 
lichen Fehlerquellen, die vor allem in der zeitlichen Ungenauig- 
keit der Umschwenkungen und in der Unschirfe des Entfair- 
bungspunktes zu suchen sind, vollauf bewuBt; doch lag uns 


weniger an exakten Zahlen als an der Beantwortung der Frage: 
11* 
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Welches von den 11 vorliegenden Anhydriden entfarbt maxima! 
und welches minimal? 





Anhydrid Zahl der 
Nr. Umschwenkungen 

1 50 

2 20 

3 18 

4 12 

D 17 

6 16 

7 10 

8 43 

9 40 

10 60 

11 3 
reiner Kisessig 60 





Das mit Chinolin kurze Zeit erhitzte und das mit Chinolin 
lange Zeit hoch erhitzte Produkt zeigten also maximale Unter- 
schiede. Interessant war, daB auch das mit Wasser im Schieb- 
rohr umkrystallisierte Produkt verhiltnismaBig rasch entfirbte. 

Ks zeigte sich nun, daf das unter 11 erhaltene Anhydrid 
auch Brom in Eisessiglésung schwach entfarbte. 

0,2459 g Anhydrid entfarbten 1,09cem n/10-Br (Tipfeln 
mit Jodkalistirkepapier). Hs wurden also 0,00873 g-Br = 3,56°), 
angelagert. 

Erhitzt man Leucyl-norleucinanhydrid mit Chinolin im 
SchieBrohr 3 Stunden auf 300—310°, so zeigt sich keine wesent- 
liche Erhéhung der Bromadditionsfahigkeit: 

0,0721 g Substanz verbrauchten 0,35 cem n/10-Br oder 3,88°/,. 


Methylierungsversuche mit Diazomethan und Jodmethy! 
verliefen erfolglos. 

Anhydrisiert man eine weitere Menge des Dipeptids mit 
Chinolin, gibt ungefahr die 6—8 fache Menge Tierkohle hinzu 
und erhitzt 5—6Stunden auf 240’, so steigt die Fiahigkeit 
der Bromaddition wesentlich. Die schwarze Reaktionsmasse 
wurde mit Ather versetzt, abgenutscht und mit Ather griind- 
lich nachgewaschen. Dann wurde dreimal mit Methylalkoho! 








: 
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ausgekocht, die vereinigten Filtrate eingeengt nnd mit Ather 
versetzt. Das ausgefallene Produkt wurde noch zweimal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute an reinem An- 
hydrid ist jedoch gering (etwa 15°/, der Theorie) und kann 
durch Ausziehen der Tierkohle mit Kisessig und EKinengen des 
Chinolin-Athergemisches nicht mehr wesentlich erhéht werden. 
Der Schmelzpunkt hegt nicht immer konstant bei 256°, doch 
liegt er immer etwas unterhalb von 266°, dem Schmelzpunkt 
des gewohnlichen Leucyl-norleucinanhydrids. 


N-Bestimmung: 
0,0295 g Substanz verbrauchten 2,61 cem n/10-Siiure. 
Fiir C,,H,.0,Ne Ber. 12,39°/, N Gef. 12,39°/, N. 
Bromaddition: 
1. 0,0225 g Substanz verbrauchten 0,935 cem n/10-Br. 
2. 0,0284 g ” - 1,20 eem n/10-Br. 
Gef. 1. 33,2°/, Br Gef. 2. Br 33,8°/,. Z. 
Kocht man die Substanz 31/, Stunden mit Eisessig, so 
zeigt sich keine wesentliche Abnahme der Bromaddition. Des- 
gleichen bleibt die Bromadditionsfahigkeit ziemlich unveriindert, 
wenn man das Anhydrid mit Wasser im SchieBrohr bis zur 
Lésung (210°) erhitzt. 


Molekulargewichtsbestimmung: 


0,1755 g Substanz in 4,7055 g Eisessig gelést, ergaben eine Gefrier- 
punktserniedrigung von 0,725”. 


Berechnet 226 Gefunden 201. 
Kine Jodaddition findet nicht statt, desgleichen tritt keine 
Stickstoffentwicklung mit Diazomethan auf. 
Erhitzen mit Kohle aktiv ,,.Kahlbaum*“ fiihrte zu keiner 
Krhéhung der Bromaddition. 


Versuche, einige andere Substanzen durch Erhitzen mit Tier- 
kohle und Chinolin in bromaddierende Verbindungen umzu- 
wandeln. 


1. djl-a-Amino-isobuttersiureanhydrid wurde in- 
folge seiner Schwerlislichkeit in siedendem Chinolin mit Chino- 
lin + Tierkohle im SchieBrohr 5 Stunden auf 3009 erhitzt. 
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Dann wurde mit Ather aufgenommen und der mit Ather gut 
gewaschene Filterriickstand wenigstens fiinfmal mit viel Alkohol 
— infolge der Schwerléslichkeit des Aminoisobuttersiure- 
anhydrids — ausgekocht. Das auskrystallisierte Anhydrid 
zeigte keine Neigung, Brom aufzunehmen. 

2. Sarkosinanhydrid wurde 5 Stunden mit Chinolin 
-+- Tierkohle auf 240° erhitzt. Die Reaktionsmasse wurde mit 
Ather versetzt und der Filterriickstand mit Alkohol ausgekocht 
und von der Tierkohle abfiltriert. Das stark griin fluores. 
cierende Filtrat schied beim langsamen Hinengen nur eine 
aiuBerst geringe Krystallmenge ab, die allem Anschein nach 
kein Sarkosinanhydrid mehr darstellte und Brom so gut wie nicht 
entfirbte. Kin Versuch, aus der Tierkohle durch LHisessig- 
extraktion noch Substanz zu gewinnen, zeitigte nur eine von 
Zersetzungsprodukten ganz dunkel gefirbte Lésung. 

3. Norleucin wurde durch Kochen mit Chinolin in Lé- 
sung gebracht und dann unter Tierkohlezusatz 5 Stunden aut 
240° erhitzt. Die Reaktionsmasse roch iu8erst unangenehm 
nach Leucinzersetzungsprodukten, und es konnten auch auf die 
iibliche Weise nur noch Spuren von Krystallflitterchen er- 
halten werden, die wahrscheinlich die noch schwach positive 
Ninhydrinreaktion verursachten. 

4. Glycyl-d,l-norleucin wurde mit Tierkohle + Chinolin 
anhydrisiert und 5 Stunden auf 240° erhitzt. Es konnte ein 
bei 220° schmelzendes Anhydrid in silberglinzenden Krystallen 
isoliert werden, das starke Bromentfirbung zeigte. 

5. dl-Alaninanhydrid wurde analog behandelt. Der 
resultierende Kérper zeigte keine Neigung, Brom zu entfirben. 

6. Normales a«-d,l-Amino-buttersiureanhydrid 
wurde mit Tierkohle und Chinolin behandelt Es entstand 
ein Kérper, der gegen 275° unter Braunfirbung schmolz 
(normales Amino-buttersiureanhydrid schmilzt bei 268°) und 
64°/, Br entfirbte. Nach dem weiter unten beim Leucyl- 
elycinanhydrid beschriebenen Verfahren konnte der entfirbende 
Kérper rein erhalten werden. Er bildete eine schwach rosa 
gefirbte Masse von einem Bromadditionsvermégen von 95,4° ,. 
(8,29 mg entfarbten 0,99 ccm n/10-Bromlésung.) 
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Bromaddierendes Produkt aus d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 


0,3 g Leucyl-glycinanhydrid wurden mit der 6 fachen Menge 
gut getrockneter Tierkohle (Knochenkohle Merck) und der 
30 fachen Menge reinen synthetischen Chinolins im Olbad etwa 
5 Stunden auf 230—240° erhitzt. Das ReaktionsgefiB (Reagens- 
glas) wurde mit einem durchbohrten Kork, durch den ein 
Glasrohr fiihrte, verschlossen. Es erwies sich als notwendig, 
reines Chinolin zu verwenden, da bei Teerchinolin nur ein 
minimales Bromadditionsvermégen des Endproduktes erzielt 
werden konnte. Nach dem Erkalten wurde abgenutscht und 
mit Ather so lange gewaschen, bis das anfiinglich ganz dunkle 
Filtrat annihernd farblos wurde. Der Filterriickstand wurde 
nun mit Methylalkohol ausgekocht und heiBt filtriert. Diese 
Operation wurde noch 4 mal wiederholt. Die vereinigten Filtrate 
wurden bis fast zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde 
zur Entfernung von Chinolinresten mit Ather aufgenommen, 
abfiltriert, mit Ather gewaschen und aus Methylalkohol um- 
krystallisiert. 

Zur Bestimmung des Bromadditionsvermégens wurden genau 
abgewogene Mengen in wenig Hisessig gelést und eine mit 
Jodkali und Thiosulfat immer frisch eingestellte n/10-Brom— 
Kisessiglésung so lange aus einer Mikrobiirette zutropfen gelassen, 
als Entfarbung eintrat. Nach Beendigung der Titration war 
die Fliissigkeit durch wenig iiberschiissiges Brom (Jodkali- 
stirkepapier!) schwach gelb gefirbt. Es ergab sich, dab die 
Bestimmung des — geringen! — Bromiiberschusses nicht jodo- 
metrisch zu erfolgen braucht, sondern daB man _ hinlianglich 
genaue Resultate erzielt, wenn man in ein gleiches Gefif 
gleichviel Hisessig gibt und die Menge der n/10-Bromlésung 
bestimmt, die eine gleich starke Gelbfairbung hervorruft. Es 
handelte sich dabei immer nur um eine Korrektur von wenigen 
Tropfen. Das Bromadditionsvermégen wurde in Prozenten 
ausgedriickt, d. h. es gibt an, wieviel Gramm Brom von 100 g 
Substanz entfirbt werden. 


Ks zeigte sich nun, daB die Werte bei den verschiedenen 
Darstellungen nicht gleich waren, und zwar wurde bei An- 
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wendung gréBerer Mengen Leucyl-glycinanhydrids ein ver- 
mindertes Bromadditionsvermégen festgestellt. Die Ausbeuten 
an gereinigtem Produkt schwankten oft betrachtlich. Wahrend 
sie bei starkem Bromadditionsvermégen durchweg schlecht 
waren und 12°/, nie iiberschritten, betrugen sie bei schwachem 
Bromadditionsvermégen bis zu 53°/, des angewandten An- 
hydrids. Das durch Erhitzen von Anhydrid mit reinem Chinolin 
erhaltene schwichste Bromadditionsvermégen betrug 8°/,, 
wihrend es in einem Falle ein Maximum von 88°/, erreichte. 
Bei kleinen Substanzmengen (bis zu 0,3 g) schwankte es durch- 
schnittlich zwischen 70 und 80°/,, wiihrend es bei Verarbeitung 
gréBerer Mengen von Leucyl-glycinanhydrid (bis zu 12 g) durch- 
schnittlich zwischen 10—15°/, schwankte. 

Beispiel einer Titration: 6,4 mg Substanz entfarbten 
0,63 ccm einer n/10-Bromlésung; sie entfarbten also 5,04 mg 
Brom oder 78,8 °/, der angewandten Substanz. 


Alle Priparate gaben negative Ninhydrinreaktion und } 


farbten Soda—Pikrinsiure beim Kochen dunkelrot. Die Lis- 
lichkeitsverhiltnisse glichen denen des gewéhnlichen Leucyl- 
glycinanhydrids. Langes Kochen (2 Stunden und mehr) der 
wiBrigen, alkoholischen oder Hisessiglésung ergab keine Ver- 
minderung des Bromadditionsvermégens. 

Beim Erhitzen im Capillarrohr verhielten sich die ein- 
zelnen Praparate nicht einheitlich, Wiahrend die schwach 
bromentfirbenden bei 2836—240° schmolzen, zeigten die stark 
bromentfairbenden einen héheren, sehr unscharfen Zersetzungs- 
punkt. Kin Priaparat (71 °/, entfirbend) begann bei 248° 
zu sintern und schmolz bei 264° unter starker Braun- 
fiirbung, wihrend ein anderes — das 88°/, Br entfirbende — 
erst gegen 260° zu sintern begann und bei 280° vollstindig 
schmolz. 

Bromentfirbung tritt nicht nur in Kisessiglésung, sondern 
auch in anderen entsprechenden Liésungsmitteln ein. 


N-Bestimmung des 88°/, Br entfiirbenden Produktes: 
2,262 mg Substanz lieferten 0,332 cem N (23°, 746 mm). 


Fiir gewohnliches Leucyl-glycinanhydrid: 
Ber. 16,47 °/, Gef. 16,61 °/, 
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Reindarstellung des bromentfarbenden Produktes aus 
d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 


Alle Versuche, durch fraktionierte Krystallisation der in 
vorstehender Weise erhaltenen Priiparate, die als Gemisch 
des bromentfarbenden Kérpers mit Leucyl-glycinanhydrid an- 
zusprechen sind, den bromentfirbenden Korper rein zu er- 
halten, scheiterten. Folgender Weg fiihrte zum Ziel: 18¢ 
eines 14°/,igen bromentfiirbenden Priparates wurden mit 
420 ccm (4fache theoretische Menge) n-Natronlauge bis zur 
volistiindigen Lésung bei Zimmertemperatur geschiittelt (2 bis 
3 Stunden). Dann versetzte man mit 84 ccm 5n-Salzsiure, 
wobei ein Niederschlag ausfiel, der sich an der Oberfliiche der 
Fliissigkeit ansammelte. Er wurde abgenutscht und mit Wasser 
bis zum Verschwinden der Chlorreaktion gewaschen. 

Um aus dem Filtrat, das neben Kochsalz die Dipeptide 
Leucyl-glycin und Glycyl-leucin enthilt, das Ausgangsmaterial 
Leucyl-glycinanhydrid wieder zu gewinnen, wurde auf dem 
Wasserbad zur Trockne verdampft, mit Chinolin versetzt und 
bis zum Aufhéren der Wasserdampfentwicklung im Olbad auf 
180—200° erhitzt. Die noch nicht abgekiihlte Chinolinlésung 
des Anhydrids wird hei8 in einen Destillationskolben ab- 
gesaugt. Das zuriickbleibende Kochsalz wird nach erfolgtem 
Abkiihlen mit Ather gewaschen und zur Entfernung von zuriick- 
gebliebenem Leucyl-glycinanhydrid mit Methylalkohol aus- 
gekocht. Es konnten auf diese Weise 8,5 g Anhydrid wieder- 
gewonnen werden (55°/, der Theorie). 

Der chlorfrei gewaschene Filterriickstand wurde aus Methyl- 
alkohol 2 mal umkrystallisiert, woraus er in feinen, gliinzenden 
Nadelchen krystallisiert. Ausbeute 1,6¢ oder 60°/, d. Th. 


0 


(vgl. weiter unten). Lést man einerseits etwas Substanz in 
viel Methylalkohol und andererseits die gleiche Menge Leucyl- 
glycinanhydrid in einem analogen Quantum Methylalkohol, gieBt 
beide Lisungen iiber je einen Objekttriger und lift an der Luft 
verdunsten, so erhilt man unter dem Mikroskop die in Figuren 1 
und 2 der Tafel I abgebildeten Krystallformen, die einen deut- 
lichen Unterschied der beiden Substanzen erkennen lassen. 
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Im Kapillarrohr erhitzt, firbt sich das Produkt bei 255° 
an den Wandungen braun, um bei 290° zu schmelzen. 

Bemerkenswert ist sein intensives Absorptionsvermégen 
im Ultraviolett, wie Fig. 3 zeigt.) 

Bei der Bestimmung des Bromadditionsvermégens ergab 
sich, daB 30,0 mg Substanz 3,58 ccm n/10-Bromlisung ent- 
farbten oder 95°/,.2) Diese Zahl blieb konstant, ob man nun 
ein urspriinglich stark oder schwach entfarbendes Priiparat 
obiger Behandlung mit n-Natronlauge unterzog. 
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Fig. 3. I Leucyl-glycinanhydrid. 11 CgH,.N2b». 


Analyse. 
4,126 mg Substanz lieferten 2,578 mg H,O und 8,664 mg CQ,,. 
4,581 mg - " 0,681 ecem N (22°, 746 mm). 


Fiir CsH,.N,O, (Mol.-Gew. 161,11) 
Ber. 57,18°/, C 7,20°/, H 16,67 °/, N 
Get. 67,29.. ee we 4 16.78 » a 
1) Die Bestimmung verdanken wir Herrn Dr. Richard Haas. 
In Fig. 1 sind die Absorptionskurven des d,l-Leucyl-glycinanhydrids 
und des daraus durch Behandlung mit Chinolin und Tierkohble ge- 
wonnenen Kérpers aufgezeichnet. Die Abszisse gibt die Zahl der 
Schwingungen auf 1 mm, die Ordinate den dekadischen Logarithmus 
des Extinktionskoeffizienten an. 
Anmerkung: In Band 155 dieser Zeitschrift wurde auf der Taf. I, 
Fig. 2g das Ultraviolettspektrum der oben beschriebenen, aus Norleucy}- 
leucinanhydrid mit Chinolin und Tierkohle-erhaltenen, aber noch stark 
mit unveraindertem Anhydrid vermengten Verbindung wiedergegeben. 
Wir hielten dieselbe damals fiir eine tautomere Form des Anhydrids, 
weshalb wir sie mit ,,Enolform bezeichneten. 
2) D. h. 2 Atome Br auf 1 Molekiil. 
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Ks liegt also voraussichtlich ein dehydriertes Leucyl- 
glycinanhydrid vor. 


Molekulargewichtsbestimmung. 


0,1031 g Substanz in 4,08 g Eisessig gelést, ergaben eine Gefrier- 
punktserniedrigung von 0,600°. 


Jerechnet 168 Gefunden 164. 


Autspaltung mit n/3-Barytlésung. 

0,2 ¢ Substanz wurden mit 18 ccm n/3-Barytlésung ver- 
setzt und gingen sehr rasch in Lisung. Nach 3 tagigem Stehen 
im Brutraum war die Pikrinsiurereaktion nur noch schwach 
positiv, und es konnte NH, nachgewiesen werden. Nach dem 
Ausfallen des Bariums mit Schwefelsiure wurde im Vakuum 
zur Trockne verdampft, mit Alkohol aufgenommen, abfiltriert 
und der Riickstand mit Alkohol gut gewaschen. Wiahrend die 
eingeengten alkoholischen Filtrate noch ziemlich starke Pikrin- 
siiurereaktion gaben, war dieselbe bei dem Riickstand absolut 
negativ, die Ninhydrinreaktion dagegen positiv. Der Riick- 
stand lést sich leicht in Wasser, nach dessen Verdunstung er 
als krystallinische, rein weiBe Masse zuriickbleibt. Im Capillar- 
rohr erhitzt, zeigt er gegen 200° eine beginnende Braunfiirbung 
und schmilzt bei 245° unter Zersetzung. Diese ist von einer 
lebhaften Gasentwicklung begleitet. 

Das Produkt entfarbt noch 25,2 °/, Br. 

Zur Bestimmung des bei der alkalischen Hydrolyse frei 
werdenden NH, wurden 0,0468 g Substanz im Kjeldahlkolben 
mit 10 cem n-NaOH unter Ersatz des verdampfenden Wassers 
4 Stunden gekocht. Anfangs trat leichte Gelbfarbung ein, die 
bei langerem Kochen immer intensiver wurde und nach etwa 
1*/, Stunden ein dunkelorange gefirbtes Maximum erreichte. 
Lingeres Kochen hatte ein Wiederaufhellen zur Folge. Es 
zeigte sich nach 4stiindigem Kochen bereits ein hellgelber 
Ton. Nach 10 Stunden war die Fliissigkeit so gut wie farblos. 
In den ersten 4 Stunden wurden 3,7 com n/10-Siure verbraucht; 
in den nachsten beiden Stunden 0,25 ccm und nach weiteren 


4 Stunden spaltete die Substanz nur noch Spuren von Ammo- 
niak ab. 


TE LIN ce 
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0,0468 ¢ Substanz spalteten daher bei der alkalischen 
Hydrolyse 3,95 com n/10-NH, oder 11,8°/, N als NH, ab, 
d. h. 71°/, des Gesamtstickstoffs. 

Andererseits wurden 0,0523 g Substanz 5 Stunden mit 
icem 25°/,iger H,SO, hydrolysiert, mit Ca(OH), alkalisch 
gemacht und n/10-Saure vorgelegt. Nach 6stiindigem Luft- 
durchleiten wurden 3,1 ccm der Siure neutralisiert. 

0,0523 g Substanz spalteten also bei der sauren Hydrolyse 
3,1 com n/10-NH, oder 8,3°/, N als NH, ab, d.h. 50°/, des 
Gesamtstickstoffs. 


Aufspaltung mit 25°/,iger Schwefelsiure. 

0,55 g des nicht umkrystallisierten bromentfirbenden 
Produktes wurden mit 5,5 com 25°/,iger H,SO, 4—5 Stunden 
am RiickfluBkiithler gekocht. Es entstand eine leicht ver- 
farbte Lésung, in der noch einige braune Fléckchen herum- 
schwammen, die ein bei der Hydrolyse entstandenes braunes 
Ol festhielten. Ein Vorversuch, der mit reiner, 2mal um- 
krystallisierter Substanz ausgefiihrt worden war, ergab eine 
verhiltnismi8ig viel gré8ere Menge des Oles, das sich zu einem 
dicken Tropfen vereinigte. — Dann wurde mit viel Ather gut 
ausgeschiittelt. Die vereinigten Ausziige wurden mit Natriumsulfat 
gut getrocknet und auf dem Wasserbad eingedampft. Die zuriick- 
bleibende Fliissigkeit wurde in ein Mikrodestillierkélbchen von 
1 ccm Inhalt tibergefiihrt und mit absolutem Ather nachgespiilt. 
Der Ather wurde im Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur ent- 
fernt. Dann wurde im Wasserbad erhitzt. Die ersten iibergehen- 
den Mengen wurden als Vorlauf beiseite gestellt. Die Vorlage 
und das Ansatzrohr des Destillierkélbchens wurden mit abso- 
lutem Ather gut gereinigt und im siedenden Wasserbad weiter 
destilliert. Dabei ging eine wasserklare, élige Fliissigkeit iiber, 
die, mit KEiswasser gekiihlt, krystallinisch erstarrte, um bei 
10—11° Badtemperatur wieder zu schmelzen. Die Fliissigkeit 
lést sich in Wasser und schmeckt stark sauer. Sie addiert in 
Hisessiglésung kein Brom. 

Das ausgeiitherte schwefelsaure Hydrolysat wird mit 
Wasser verdiinnt, mit tiberschiissiger Barytlisung versetzt und 
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das Ammoniak im Vakuum entfernt. Nach Wiederausfillung 
des Baryts mit Schwefelsiiure wird das klare farblose Filtrat 
auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Ks hinterblieb 
eine rein weiBe, krystallinische Substanz, die positive Ninhydrin- 
reaktion gab und siiB schmeckte. 


Analyse: 

4,726 mg Substanz lieferten 0,751 cem N (21°, 755 mm). 

Fiir CH,.NH,.COOH Ber. 18,65°/, N Gef. 18,33°/, N 

Um das Glykokoll noch niher zu identifizieren, wurde mit 
Alkohol und Salzsiiure verestert. Es schieden sich die be- 
kannten Nadeln von Glykokollesterchlorhydrat aus, die bei 
141,5° (unkorr.) schmelzen. 

Das aus dem Atherauszug erhaltene, wasserlisliche Ol 
wurde mit wenig NH, versetzt und ein etwaiger Uberschu8 
durch Erwarmen auf dem Wasserbad entfernt. Versetzt man 
nun mit waBriger Silbernitratlésung, so fallt ein rein weifer 
krystallinischer Niederschlag aus, der abgenutscht und mit ver- 
diinntem Alkohol gewaschen wird. Krystallisiert man vor- 
sichtig (sonst Zersetzung unter Braunfairbung) aus Alkohol um, 
so erhilt man silberglinzende Krystalle, die unter dem Mikro- 
skop stumpfe Nadeln darstellen, die teilweise blittchenartig 
verbreitert sind. Beim Erhitzen im Capillarrohr zersetzt sich 


die Verbindung langsam unter Braunfairbung, um gegen 177° 


den Endpunkt der Zersetzung zu erreichen. 


Analyse: 
6,790 mg Substanz lieferten 7,599 mg CO,, 2,417mg H,O und 
8,118 mg Riickstand (Silber). 
CH, 


POH. CH; -CO-COOAg :(C,H,O,Ag) (Mol.-Gew. 236,98) 
CH, 


Ber. 45,52 °/, Ag 30,40 °/, C 3,83 °/, H 
Gef. 45,88,, ,, 80,53 ,, 5, 8,98 5, 5, 

Zum Nachweis der Carbonylgruppe wurde in essigsaurer 
Lisung mit Phenylhydrazin versetzt. Es fallt momentan ein 
gelber Niederschlag aus, der beim Erwirmen im Wasserbad 
vieder in Lésung geht. Beim Erkalten scheiden sich nach 
anfiinglicher Triibung lange, makroskopische gelbe Nadeln aus. 


Me RE ae ™ 
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Waschen mit Essigsiure und Wasser; Trocknen im Vakuum- 
exsiccator tiber NaOH und Schwefelsiiure. Schmelzp. 105°. 
Leicht léslich in Alkohol und Ather. Infolge geringer Sub- 
stanzmengen wurde das Phenylhydrazon zur Analyse nicht 
mehr umkrystallisiert. 


Analyse: 
2,782 mg Substanz lieferten 6,595 mg CO, u. 1,845 mg H,0O. 
CH, 
‘ POH: CH; C- COOH Fiir C,,H,,.N,O, (Mol.-Gew. 220,21) 
H l 
N-NH-C,H, 
Ber. 65,42 °/, C 7,33 °/, H 
Gef. 64,67 ,, ,, Hh. « 


Mit Semicarbazid gibt die Substanz erst nach 3—4 tigigem 
Stehen einen krystallinischen Niederschlag, der infolge seiner 
geringen Menge nicht abfiltriert werden konunte, um zu be- 
stimmen, ob der Schmelzpunkt des Semicarbazons mit dem 
von Bouveault und Locquin’) angegebenen iibereinstimmt. 
Die von diesen Autoren angegebenen Daten tiber die a@-Oxo- 
capronsiure sind sehr spirlich und weichen von unseren Beob- 
achtungen insofern ab, als wir einen Schmelzpunkt von 10—11° 
gefunden hatten, wihrend ihn diese Forscher als bei — 1,5” 
liegend angeben. 


Darstellungsstudien des dehydrierten Anhydrids mittels mit H 
und mit O beladener Kohle. 


9¢ Tierkohle wurden im Kjeldahlkolben im Olbad auf 
200—240° erhitzt. Der Kolben wurde evakuiert und unter 
dauerndem Evakuieren 2 Stunden Wasserstoff, bzw. Sauerstoti 
mittels einer Capillare durchgeleitet. Zuletzt wurde der Kolben 
mit dem Gas gefiillt und gut verschlossen abkiihlen gelassen. Zu 
der so vorbereiteten Kohle wurden 45 g Chinolin und 1,5 g Leucy!- 
elycinanhydrid gegeben und in bekannter Weise weiter ver- 
fahren. Es zeigte sich jedoch kein wesentlicher Unterschied 
sowohl in der Ausbeute als in beztig auf Bromadditions- 
vermogen. 





') Bouveault u. Loequin, Bulletin de la Soe. Chim. de Fr. [3) 
Bd. 31, S. 1142. 
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Reduktionsversuch mit Wasserstoff und Platinmobhr. 

0,17 g Substanz wurden in eine gut schlieBende Flasche 
von 250 ccm Inhalt gegeben und in 17 ccm Kisessig gelést. 
Nach Zugabe von 0,12 g Platinmohr wurde in Wasserstoff- 
atmosphire einige Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Es wurde erstens nur ein ganz unbedeutender Verbrauch von 
Wasserstoff festgestellt und zweitens in 1 ccm der Liésung noch 
ein Bromadditionsvermégen von (1,14 ccm n/10-Brom) 91 °/, 


gefunden. Eine Hydrierung findet unter den angewandten 
Bedingungen also nicht statt. 


Kondensation mit Phenylisocyanat. 

34 mg Substanz wurden mit 0,2 g Phenylisocyanat 15 Min, 
im Schwefelsiurebad auf 170° erhitzt. Es scheiden sich am 
Rande lange, biischelférmige Nadeln ab. Nach dem Erkalten 
ist alles damit durchsetzt. Sie werden abgesaugt und mit 
Ather gewaschen, wobei sie bereits rein weiB werden. Aus- 
heute 42,7 mg. Beim Erhitzen im Capillarrohr zeigt sich 
bereits bei 230° eine am Rande beginnende Braunfirbung. 
Die Substanz zersetzt sich dann bei 281° vollstindig. 


Bromadditionsvermégen des Kondensationsproduktes: 
10,1 mg Substanz entfirbten 0,705 cem n/10-Br, also 55,8°/,. 


Berechnet fiir C,H,,N,O, (Mol..Gew. 168) 95,3 

‘ 5» CsH,,.N,O, + C,H;NO (Mol-Gew. 287) 55,4 5, 
Analyse: 

3,970 mg Substanz lieferten 0,492 cem N (21°, 750 mm). 

4.743 mg 2 ? 11,013 mg CO, und 2,590 mg H.O. 
Fiir C,,;H,,;N,0, (Mol.-Gew. 287,16) 
Ber. 62,71°/, C 5,979), H 14,64°/, N 
Gef. 63,34,, 4, Ms i ee 


Bromadditionsprodukt, 

Schon bei der Bestimmung des Bromadditionsvermégens 
der noch gewéhnliches Leucyl-glycinanhydrid enthaltenden Sub- 
stanz zeigte es sich, daB sich nach einigem Stehen ein krystalli- 
nischer Niederschlag absetzte, der abfiltriert, mit Ather ge- 
waschen und aus Alkohol umkrystallisiert wurde. Er krystallisiert 
aus der Kisessiglésung in sechseckigen Blattchen und schmilzt 
scharf bei 163° unter Zersetzung. In Alkohol gelést und mit 
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wiiBriger Silbernitratlésung versetzt, wird kein AgBr aus- 
geschieden. Hydrolysiert man den Kérper dagegen mit 25°/,iger 
H,SO,, so wird das Brom in dissoziierter Form abgeschieden. 

Wie schon erwihnt, entfirbt 1 Molekiil des bromaddierenden 
Kérpers C,H,,N,O, 2 Atome Brom. Um zu bestimmen, wieviel 
Brom dabei in nicht dissoziierbarer Form gebunden, bzw, 
andererseits in dissoziierter Form abgespalten wird, wurde 
folgendermaBen verfahren: Es zeigte sich, daB eine frisch her- 
gestellte Brom—Kisessiglésung bei der Bestimmung des Brom- 
gehalts verschiedene Werte lieferte, je nachdem man das Brom 
jodometrisch (wie hier die Bromlésungen eingestellt wurden) 
oder mit Silbernitrat bestimmte. Bei 3,0 ccm einer n/10-Brom- 
lésung wurden einerseits 3,0 ccm n/10-Thiosulfatlésung und 
andererseits nur 2,42 ccm n/10-AgNO,-Lésung verbraucht. 
LaBt man dagegen die Bromlésung in halogenfreies Alkali 
(aus metallischem Natrium bereitet) einfliefen und kocht einige 
Zeit unter Zusatz von reinem Zink, so erhilt man nach dem 
Ansiiuern mit Salpetersiiure den erwarteten Wert von 3,0 ccm. 
Dieser Vorversuch der doppelten Titration war notwendig, um 
sicher zu sein, dab die Brom—Hisessiglésung kein ionisiertes 
Brom enthalt; doch ist dies nur bei frisch bereiteten Lésungen 
der Fall. Versetzt man nun die Eisessiglésung des brom- 
addierenden Kérpers mit einem Unterschu8 an n/10-Brom- 
lésung und titriert die noch ganz farblose Lésung mit AgNO., 
so findet man, dab 50°/, des zugesetzten Broms im ionisierten 
Zustand vorhanden sind, d.h. von den 2 Atomen Brom, die 
1 Molekiil C,H,,N,O, entfarbt, wird 1 Atom ins Molekiil aut- 
genommen, waihrend das andere als HBr abgespalten wird. 


Analyse: 
2,229 mg Substanz lieferten 1,686 mg AgBr. 
4,783 mg - i, 0,475 eem N (22°, 747 mm). 
3,335 mg m ‘ 4,728 mg CO, und 1,549 mg H,0. 


Fiir C,H,,N,0,Br (Mol.-Gew. 249,04) 
Ber. 38,56°/, C 5,269/, H 11,27°/, N 32,09°/, Br 
Gef. 38,68 5, 5, 5,205, 5, 11,29,, ,, 32,15, 4 + 
Die Substanz enthalt also 2 Atome Wasserstoff mehr, als 
zu erwarten war. Woher dieser Wasserstoff bei der Brom- 

















Weitere Beitriige iiber Dioxo-piperazine usw. ie 


anlagerung kommt, konnte mit den geringen Substanzmengen, 
die zur Verfiigung standen, nicht aufgeklirt werden. Hiéchst 
wahrscheinlich entstammt er yon einem zweiten Molekiil der 
angewandten Substanz, das in anderer Weise als das Brom 
aufnehmende verindert wird. 


Behandlung des Bromkorpers mit Phenylisocyanat. 


0,12 g des Bromkérpers wurden im Reagensglas mit 
Phenylisocyanat durchfeuchtet und im Schwefelsiurebad auf 
130—140° gehalten. Unter Braunfirbung und Gasentwicklung 
verfliissigte sich die Masse, die mit einem Glasstab gut um- 
gerihrt wurde. Gegen Ende der Reaktion schieden sich feine 
Niidelchen ab, die abgesaugt, mit Ather gewaschen, mit wenig 
Methylalkohol ausgekocht, filtriert und wiederum mit Ather 
gewaschen wurden. Die nunmehr rein weife Substanz beginnt 
beim Erhitzen im Capillarrohr bei 260° zu erweichen und 
schmilzt schlieBlich bei 281% Bei der Prifung auf Halogen 
zeigte es sich, daB die Substanz praktisch bromfrei war, denn die 
Beilsteinsche Probe ergab nur eine ganz minimale Augenblicks- 
farbung. Es zeigte sich ferner, daB die Substanz imstande war, 
Bromlésung zu entfarben, und zwar betrug das Bromentfairbungs- 
vermégen 53,2°/,. Die Vermutung, daB dieser Kérper mit der 
Phenylisocyanatverbindung des urspriinglichen Korpers identisch 
ist, wird durch die Analyse bestitigt. 


Analyse: 
3,327 mg Substanz lieferten 0,412 cem N (18°, 748 mm). 
3,219 mg . ne 7,347m mg CO, und 1,762 mg H,O. 
Fiir C,,H,,;N,0O; (Mol.-Gew. 287,16) 
Ber. 62,71°/, C 5,97°/, H 14,64°/, N 
Gef. 62,52 ,, ,, ‘is. . 14,30,, ,,. 


Anhang 1{, 
Darstellung von w-Amino-/-trimethylpropionsaure. 


a) Tertiire Butylmalonsaure. Molekulare Mengen 
von Natriummalonester in alkoholischer Lésung und von ter- 
tiirem Butylbromid wurden zusammengegeben. Es wurde nun 
so lange bei gewohnlicher Temperatur stehen gelassen, bis die 
durch Bromnatriumausscheidung stark getriibte Liésung nicht 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CI XIII. 12 
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mehr alkalisch reagierte. Dann wurde mit Wasser versetzt, aus- 
geiithert. Die nach Verdampfen des Athers zuriickbleibenden 
Kster wurden mit 55°/, iger Kalilauge verseift, unter guter Kiihlung 
mit Salzsiure angesiuert und ausgedthert. Die itherische Lésung 
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. 
Ks hinterblieb eine briunliche Fliissigkeit, die nach dem Erkalten 
in langen, spiebigen Krystallen erstarrte. Beim Erhitzen einer 
Probe spaltete sich CO, ab, und es trat Geruch nach Essigsiure 
auf. Es hinterblieb ein briiunliches, in Wasser unlisliches Ol. 
Zu dessen Identifizierung wurde es mit Ather aufgenommen, 
die ‘itherische Lésung zur Entfernung der Essigsiure mit Wasser 
gewaschen. Nach der Entfernung des Athers wurde das 0 
in verdiinntem Ammoniak gelést, ein etwa vorhandener NH.- 
Uberschu8B durch Erwirmen auf dem Wasserbad entfernt und 
mit wibriger Silbernitratlésung versetzt. Es fiel ein weiBlicher, 
krystallinischer Niederschlag aus, der abfiltriert und mit ver- 
diinntem Alkohol gewaschen wurde. 


Analyse: 
0,1010 g Substanz verbrauchten 4,6 cem n/10-Rhodanlésung. 
Fiir (CH,),;C-CH,-COOAg (C,H,,0,Ag) 
Ber. 48,2°/, Ag Gef. 49,1°/, Ag. 

Das in spieBigen Krystallen erstarrte Ol bestand teils aus 
Malonsiure, teils aus der gesuchten Butylmalonsiure. 

b) Butylbrommalonsiure. 17g des Gemisches der 
beiden Siuren wurden in der 10fachen Menge getrockneten 
Athers geldst, 6,2 ¢ Brom hinzugefiigt, 1 Tag stehen gelassen. Der 
Ather wurde dann abdestilliert. Es hinterblieb ein von Krystallen 
durchsetztes briiunliches Ol von stechendem, die Augen rei- 
zendem Geruch der Brommalonsiure. Es wurde von den Kry- 
stallen durch Filtrieren getrennt und die Krystalle mit Benzol 
gewaschen, bis sie rein weiB waren. Sie wurden in wenig Ather 
gelist, mit Benzol versetzt und die Ather—Benzollésung etwas 
eingeengt, bis die Hauptmenge des Athers verschwunden war. 
Die Butylbrommalonsaure schied sich in kérnigen Krystallen 
ab. Sie ist léslich in Wasser, spielend léslich in Alkohol und 
Ather, fast unléslich in Benzol. Im Capillarrohr erhitzt, schmilzt 
sie bei 183° unter CO,-Entwicklung zu einer klaren Flissigkeit. 
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Analyse: 
5,510 mg Substanz lieferten 4,230 mg AgBr. 
6,950 mg - - 9,125 mg CO, und 3,110 mg H,0. 


CH COOH 
Fir CH SC-CBr’ 


(C,H,,0,Br) 
CH,” \cooH 


Ber. 4,61°/, H 35,1°/, C 38,45°/, Br 
Gef. 5,01,, ,, sk. . 32.6 


a wa 


c) Trimethylbrompropionsdure. Erhitzt man die 
Butylbrommalonsiure im Destillationskélbchen bis zum Schmelz- 
punkt, so verfliissigt sie sich unter CO,-Entwicklung. Dann 
stellt man das Vakuum her, und es destilliert die Trimethyl- 
brompropionsiure als farbloses, sofort erstarrendes Ol iiber. 
Die Krystalle sind von ziher, campherartiger Konsistenz und 
schmelzen bei 57°. Das nochmals destillierte, fein gepulverte 
und tiber KOH und P,O, getrocknete Produkt ergab folgenden 
Analysenwert: 


8,742 mg Substanz lieferten 8,288 mg AgBr. 


Fir (CH,),-C»-CHBr-COOH (C,H,,0,)Br) 
Ber. 41,0°/, Br Gef. 40,3°/, Br. 


d) Tertiares Leucin. Die Trimethylbrompropionsiure 
wurde mit alkoholischem Ammoniak aminiert. Bei Anwen- 
dung von wafrigem Ammoniak trat Zersetzung unter Auf- 
treten eines intensiven Fettsiuregeruches ein. Nach Ver- 
treibung des Ammoniaks schied sich ein weifer Niederschlag 
ab, der abfiltriert und mit absolutem Alkohol bis zum Ver- 
schwinden der Ammoniak- bzw. Halogenreaktion gewaschen 
wurde. Er gibt positive Ninhydrinreaktion, schmeckt leicht 
siB und krystallisiert nach dem Verdunsten seiner wibBrigen 
Lésung in undeutlich ausgeprigten, sechseckigen Blittchen. 
Beim Erhitzen im Schmelzpunktsrohr sublimiert er, ohne zu 
schmelzen, gegen 280°. Beim Erhitzen im Reagensglas iiber 
freier Flamme bildet sich ein vollkommen weiBes, lockeres 
Sublimat, das unter dem Mikroskop betrachtet, aus sternformig 
angeordneten Nadeln besteht. Bemerkenswert ist ferner die 
leichte Léslichkeit in Wasser. 


12* 
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Analyse: 
3,213 mg Substanz lieferten 3,082 ecm N (22°, 748 mm). 
3,527 mg » ma 7,050 mg CO, und 3,042 mg H,O. 
Fiir (CH;),-C-CH-NH,COOH (C,H,,NO,) 
Ber. 10,69°/, N 54,96), C 9,99°/, H 
Gef. 10,92 ,, ,, 54,53 , 4, 9,65 ,, 5): 
Anhang II. 


I. d,l-c¢-Aminoisobutyryl-l-leucin. 

3 g l-Leuzin werden in der entsprechenden Menge 
2n-Natronlauge gelést und mit der berechneten Menge w-Brom- 
isobutyrylbromid gekuppelt. Nach dem Ansiuern mit 5 n-Salz- 
siure scheidet sich der Bromk6rper in 6liger Form ab. Man 
nimmt nun mit Ather auf, trocknet und engt dann auf ein 
kleines Volumen ein. Bei Zugabe von Petroliither scheidet 
sich der Kérper wieder als Ol ab, das jedoch rasch erstarri. 
In schénen derben Krystallen erhilt man ihn beim Lésen in 
Methylalkohol und langsamem Verdampfen des Lésungsmittels. 
Ausbeute des so umkrystallisierten Produktes 5 g = 50°/, der 
Theorie. Schmelzp. 106°. Leicht léslich in Alkohol und Ather, 
schwer in Wasser, unléslich in Petrolather. 


N-Bestimmung: C,,H,,NO,Br. 

Einwage: 0,073 g Theor. Wert 4,98°/, 

Verbrauchte n/10-Lésung: 2,48 eem Gef. oe 

Das e-Bromisobutyryl-l-leucin wird nun mit der 5 fachen 
Menge 25°/,igem Ammoniak iibergossen und gut verschlossen 
3 Tage bei 37° stehengelassen. Dann wird im Vakuum zur 
Trockne verdampft. Da der Riickstand sich vollkommen in 
Alkohol lést, wird das entstandene NH,Br mit Silbersulfat 
abgetrennt. Beim EKinengen der Lésung entsteht ein Produkt 
von sirupartiger Konsistenz, das auch nach lingerem Stehen 
und beim Verreiben mit Petrolither nicht krystallinisch er- 
starrt. Es gibt Ninhydrinreaktion, jedoch ist auch die An- 
hydridreaktion mit Dinitrobenzoesiure positiv. Zur Entfernung 
des Anhydrids wird die Masse vollkommen zur Trockne ver- 
dampft und dann im Soxhlet mit Essigester ausgezogen. Man 
erhilt aus dem Essigester ein reines Anhydrid. Schmelzp. 262°. 
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Spez. Drehung —11,9°. Es ist in kaltem Wasser schwer, in 
heiBem Wasser und in Alkoho! leicht léslich, und unldéslich in 
Kohlenwasserstoffen und Ather. Der im Soxhlet zuriick- 
bleibende Rest kann auch jetzt noch nicht zur Krystallisation 
gebracht werden. Er lést sich in Wasser leicht und ebenso 
in Alkohol. Anhydridreaktion ist jedoch negativ. Ein ein- 
heitlicher Schmelzpunkt ist nicht zu beobachten. 

Der Korper wird nun ohne weitere Reinigung in Diphenyl- 
amin erhitzt. Dabei wird er wieder zihfliissig und bei 180° 
beginnt die zihe Masse sich unter Wasserdampfabgabe auf- 
zublihen. Allmahlich geht jedoch alles in Lésung und das 
Gemisch fairbt sich dunkel. Nach dem Abkihlen und Aus- 
ziehen des Diphenylamins mit Ather bleibt eine graue Masse 
zuriick. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
erhalt man ein Produkt, das gleiche Eigenschaften zeigt, wie 
das vorher aus dem Hssigester isolierte Anhydrid. Dasselbe 
ist aber nicht mehr optisch aktiv. 


N-Bestimmung: C,,H,,N,0,. 


Kinwage: 0,085 g Theor, Wert: 14,14°/, 
Verbrauchte n/10-Lésung: 8,7 cem Gef. ——— | 


II. d,l-Leucyl-d,l-c-aminoisobuttersaure. 


6 g a-Aminoisobuttersiure werden mit 18 g «-Bromiso- 
capronylbromid gekuppelt. Das nach dem Ansiuern sich 6lig 
abscheidende Bromprodukt wird mit Ather aufgenommen, die 
Lisung mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet und nach 
dem Einengen des Athers mit Petrolither gefillt. Der Brom- 
kérper ist sofort krystallinisch. Schmelzp. 146°. Léslich in 
Alkohol und Ather, schwer in Wasser, unlislich in Petrolither. 
Ausbeute nur 30°/, der Theorie (7,5 g). 


N-Bestimmung: C,,H,,.NO,Br. 


Kinwage: 0,069 g Theor, Wert: 4,98°/, 
Verbrauchte n/10-Lésung: 2,55 ecm Gef. 


a. 

Der Bromkérper wird wie iiblich aminiert. Nach 3 Tagen 
hat sich aus der wiBrigen Liésung ein krystallisierter Kérper 
ausgeschieden (0,2 g), der sich an Hand der iiblichen Reaktionen 
und der N-Bestimmung als Anhydrid erweist. Der Schmelz- 
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punkt liegt wie bei dem Anhydrid aus ¢-Aminoisobutyryl-leucin 
bei 262°. Mit diesem Korper ist es identisch. 

Die ammoniakalische Lésung wird im Vakuum zur 
Trockne verdampft und der Riickstand sofort im Soxhlet mit 
Essigester ausgezogen. Man erhilt weitere 0,5 g Anhydrid. 

Der Riickstand wird mit Silbersulfat von NH,Br_befreit. 
Beim Einengen der wiiBrigen Lésung erhalt man ein krystalli- 
nisches Produkt. Schmelzpunkt bei 250° unter Zersetzung. 
Ninhydrin positiv. Anhydrid negativ. 


N-Bestimmung: C,,H..N.0,: 

Kinwage: 0,083 g Theor. Wert: 12,96°/, 

Verbrauchte Normallésung: 7,6 ccm Gef. » ee us 

Das Dipeptid wird in Diphenylamin eingetragen und er- 
hitzt. Zwischen 180° und 200° geht unter lebhafter Wasser- 
abspaltung alles in Lésung. Nach dem Abkihlen wird mit 
Ather ausgezogen und bis zum Verschwinden der Dipheny]- 
aminreaktion im Soxhlet extrahiert. Das krystallinische Pro- 
dukt schmilzt bei 262°. Es gibt Anhydridreaktion. 


N-Bestimmung: C,,H,,N,O,. 
Einwage: 0,107 g Theor. Wert: 14,14°/, 
Verbrauchte n/10-Lésung 10,85 cem Gef. “a ° ew 


III. d,l-c-Aminoisobutyryl-d, l-~-aminobuttersaure. 


a«-Aminobuttersiiure wird nach dem iiblichen Verfahren 
mit der entsprechenden Menge «-Bromisobutyrylbromid ge- 
kuppelt. Der Bromkérper, der sich nach dem Ansiuern des 
Reaktionsgemisches sofort fest abscheidet, wird aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 131° Unldslich in Petrol- 
ither, schwer in Wasser, leicht in Alkohol und Ather. Aus- 
beute 80—90°/,. 


N-Bestimmung: C,H,,NO,Br. 
Kinwage: 0,101 g » Theor. Wert: 5,56°/, 
Verbrauchte n/10-Lésung: 4,5 ecm Gef. » - as 
Der Bromk6rper wird mit 25°/,igem Ammoniak im Brutraum 
3 Tage aminiert. Nachdem das Aminierungsgemisch im Va- 
kuum zur Trockne verdampft ist, wird das NH,Br mit ab- 
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solutem Alkohol entfernt. Es bleibt das reine Dipeptid zu- 


riick. Ausbeute 50°/,. In Wasser leicht léslich. Schmelz- 


punkt 241°. 
N-Bestimmung: C,H,N,O,. 


Einwage: 0,098 g Theor. Wert: 14,89°/, 

Verbrauchte n/10-Lésung: 14,8 cem Gef. ow SER ea 

Das Dipeptid wird nun mit Diphenylamin anhydrisiert. 
Bei 180° beginnt die Wasserabspaltung und bei 210—220° 
ist alles in Losung. LiBt man langsam erkalten, so krystalli- 
siert das Anhydrid aus dem noch fliissigen Diphenylamin in 
schénen langen Nadeln, die beim Liésen des Diphenylamins in 
Ather zuriickbleiben. Sie enthalten jedoch sehr viel Diphenyl- 
amin eingeschlossen, so da8 auch nach liingerem Auswaschen 
im Soxhlet mit Ather immer noch eine starke Blaufarbung 
mit HNO, feststellbar ist. Die Krystalle wurden deshalb 
fein pulverisiert und nochmals lange mit Ather ausgezogen, 
bis keine Diphenylaminreaktion mehr zu bemerken war. 
Schmelzp. 261°. Ausbeute 90°/,. Anhydridreaktion positiv. 


N-Bestimmung: C,H,,O.N,. 
Kinwage: 0,065 g Theor. Wert: 16,46°/, 
Verbrauchte n/i0-Lésung: 7,7 ccm Gef. » 2058, 


Diglycyl-l-cystinanhydrid und d,l-Dileucyl-l-cystinanhydrid. 

Die beiden, den genannten Anhydriden zugrunde liegen- 
den Polypeptide Diglycyl-l-cystin und d,l-Dileucyl-1-cystin 
wurden in bekannter Weise hergestellt. Zur Uberfiihrung in 
das Anhydrid wurden beide Verbindungen in der iblichen 
Weise mit absolutem Methylalkohol verestert. Die Lésung der 
salzsauren Kster wurde zur Entfernung der iiberschiissigen 
Salzsiiure mehrmals unter Zusatz von Methylalkohol zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde dann in Methyl- 
alkohol gelést und Ammoniak bis zur Sattigung eingeleitet. 
Nach kurzer Zeit setzte die Ausscheidung des Anhydrids ein. 
Sie war nach 10—12 stiindigem Stehen im Eisschrank beendet. 
Beide Anhydride zeigten ein gutes Krystallisationsvermiégen. 
Das Diglycyl-l-cystinanhydrid ist in Wasser schwer léslich, die 
Dileucylverbindung darin ganz unléslich; in Eisessig lésen sich 
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beide Verbindungen. Andere Liésungsmittel haben wir nicht 
feststellen kénnen. Beim Erhitzen in der Capillare zersetzen 
sich beide Anhydride oberhalb 250° unter Braunschwarzfiarbung. 
Die Farbreaktionen mit Pikrinsiure und Dinitrobenzoesiure 
sind positiv. 
Analyse. 
Diglycyl-cystinanhydrid. 
Einwage: 0,0360 g. 4,5 cem n/10-Siiure verbraucht. 
Fiir C,,.H,,O,N,S,: Ber. 17,61°/, N Gef. 17,51°/, N. 


Dileucyl-cystinanhydrid. 

Einwage: 0,0397 g. 3,7 eem n/10-Siure verbraucht. 

Fiir C,,H,,9,N,8,: Ber. 13,02°/, N Gef. 13,06%/, N. 

Ausbeute: Aus 5 g Dichloracetyl-cystin 1 g reines Anhydrid und 
aus 5 g Di-«-bromisocapronyleystin 1,5 g Anhydrid. 

Wir haben den Versuch unternommen, aus beiden An- 
hydriden durch Reduktion das entsprechende Cysteinanhydrid 
zu erhalten. Wir erhielten auch Produkte, die einerseits die 
Nitroprussidnatriumreaktion zeigten und ferner positive Reaktion 
mit Pikrinsiure und auch mit Dinitrobenzoeséure aufwiesen. 
Jedoch gelang die Reindarstellung der Produkte nicht; die 
Analysenergebnisse weichen von den berechneten Werten ab. 
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Fig. 1. d,l-Leucyl-glycinanhydrid. 





Fiz. 2. Dehycdriertes Produkt aus d,l-Leucyl-glycinanhydrid 


Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLAUI. Tafel I. 
Zu Emil Abderhalden und Ernst Rossner, .,.Weitere 


Beitriige iiber Dioxo-piperazine sowie iiber ein aus Leucyl- 
glyeinanhydrid gewonnenes, ungesiittigtes Anhydrid. 
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